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Kine Methode zur quantitativen Bestimmung von Histidin 
in Papierchromatogrammen 
Von 
Hermann Frank und Heinrich Petersen 
Aus der Medizinischen Universititsklinix Kiel, Direktor: Prof. Dr. H. Reinwein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5, August 1954) 


Die Reaktion von Histidin mit Diazoniumsalzen nach Pauly! ist 
spaiter zur kolorimetrischen Bestimmung benutzt worden. Die Repro- 
duzierbarkeit der Ergebnisse mit der Diazobenzolsulfosiure war jedoch 
unbefriedigend, weshalb Edlbacher? eine Diazotierung mit p-Chlor- 
anilin vorschlug, weil sich das Reaktionsprodukt quantitativ in 
, Stabilisierende“ organische Losungen iiberftihren lie’. Wir konnten 
auf der Suche nach einer einfachen, empfindlichen und genauen Histidin- 
bestimmung feststellen, daB im Papierchromatogramm auch die Dia- 
zobenzolsulfosdure eine stabile Farbreaktion gibt, die eine quantitative 
Erfassung gestattet. Das chromatographische Verfahren ist ebenso wie 
die Knoopsche Reaktion mit Bromwasser spezifisch fiir Histidin, da 
hierbei die anderen Reaktionsprodukte mit Diazoniumsalzen abgetrennt 
werden. 

Methodik 


1. Auftragung: Bei strichférmiger Auftragung der Analysensubstanz im 
eindimensionalen Verfahren macht sich das als ,,Zungenbildung** beschriebene 
Phanomen fiir eine quantitative Analyse sehr stérend bemerkbar. Eine eingehende 
Diskussion dieser Erscheinung findet sich bei Fischer und Dérfel®. Es war zu 
vermuten, da8 sie nur zum Teil durch UngleichmaBigkeiten im Papier, iiberwiegend 
aber durch ungleichmaBigen Auftrag bedingt ist. Es wird tiberdies selbst bei groBer 
Ubung nur schwer gelingen, eine gleiche Menge der Analysensubstanz stets in 
gleicher Strichlinge aufzutragen, wie es bei der direkten Photometrie gefordert 
werden miiBte. Wir sind deshalb zu einer anderen Form der Auftragung iiber- 
gegangen, die wir als ,,indirekte Auftragung** bezeichnen méchten. Dabei wird 
die zu analysierende Lésung auf eine absolut fettfreie Glasplatte, die tiber einem 
Koordinatensystem (Millimeterpapier) liegt, strichformig unter Fiihrung der 
Mikropipette an einem Lineal aufgetragen. Die Strichlinge kann der Spaltlainge 
der Photometriereinrichtung angepaBt werden. Ein ungleichmaBiger. Pipetten- 
ausfluB wirkt sich nicht aus, da sich die aufgetragene Lésung bei horizontaler 
Lage der Platte gleichmafBig iiber die ganze Linge des Strichs verteilt. Dann wird 
ein schmaler Gummirahmen so auf die Glasplatte gelegt, da der VFiltrierpapier- 
streifen, auf den die Lésung tibertragen werden soll, diese nicht direkt beriihrt, 
und durch kalten (!) Féhnwind das Papier gegen die Glasplatte gedriickt. Hier- 

1H. Pauly, diese Z. 42, 517 [1904]; 94, 288 [1915]. 

2 §. Edlbacher, diese Z. 157, 106 [1926]; S. Edlbacher, H. Baur, H.R. 
Staehelin u. A. Zeller, diese Z. 270, 158 [1941]. 

3 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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2 Hermann Frank und Heinrich Petersen, Bd. 289 (1958) 


durch wird die aufgetragene Lésung gleichzeitig und gleichmaBig in ganzer Liang» 
des Strichs geléscht und im Papier getrocknet. Die Chromatogramme, bei dene: 
die zu untersuchende Substanz auf diese Weise aufgetragen wurde, zeigten rege!- 
maBig eine weitgehende Einschrankung der ,,Zungenbildung* und Schlangeluny 
der Banden. Damit sind die Voraussetzungen fiir eine direkte Photometrie der 
Farbbanden im Streifen wesentlich verbessert. AuBerdem ist dieses Verfahren 
unseres Erachtens einfacher und birgt geringere Fehlerméglichkeiten als dic 
indirekte Photometrie des eluierten Farbstoffs. 

2. Chromatographie: Die chromatographische Trennung erfolgt dann ein- 
dimensional nach der absteigenden Methode. Als Chromatographie-GefaB be- 
nutzten wir Katheterzylinder mit eingeschliffenem Deckel, wobei im Kragen de; 
GefaBes eine Halterung fiir den Glastrog angebracht ist. Diese Einrichtung ent- 
spricht etwa der Originalapparatur von Consden, Gordon und Martin. Nach 
unseren Erfahrungen empfiehlt es sich, die Abmessungen des GefaBes méglichs! 
gering zu halten, da nur so eine vollkommene Sattigung der Atmosphare mit den 
Lésungsmitteln und mit Wasser sicher gewahrleistet ist. Zur chromatographischen 
Trennung des Histidins von anderen Reaktionsprodukten mit Diazoniumsalzen 
geniigt Butanol-Essigsiure als Lésungsmittel bei einer Laufzeit von 17 Stunden. 
Die Filtrierpapier-Streifen werden nach Beendigung des Versuchs im Heibluft- 
strom unter Vermeidung von Uberhitzung getrocknet. 

3. Entwicklung: Die Chromatogramme werden dann mit einer durch 
Diazotieren von Sulfanilsiure hergestellten Diazoniumsalzlésung* entwickelt. Die 
Papierstreifen werden mit dieser Lésung von beiden Seiten gleichmaBig (!) bespriiht. 
Eine intensive Durchfeuchtung mu8 aber vermieden werden, da sonst die Banden 
leicht verlaufen. Unmittelbar darauf werden die Streifen mit dem HeiBluftstrom 
getrocknet. Es entstehen fast augenblicklich die scharf abgesetzte, charakte- 
ristische rote Bande des Histidins und die mehr braunrote des Tyrosins, wahrend 
die iibrigen Aminosauren z. Tl. durch mehr weiBliche. z. Tl. durch gelbe Banden 
markiert werden. Die Kinetik der Farbreaktion laBt sich nicht messend verfolgen, 
da mindestens 20 Min. verstreichen, bis der waihrend dieser Zeit transparent ge- 
machte Streifen photometriert werden kann. Nach dieser Zeit ist die Farbintensitat 
der Bande fiir mehrere Stunden konstant, wenn man den jeweiligen Papier-Leer- 
wert abzieht. 

4. Photometrie: Die Streifen werden dann durchscheinend gemacht, 
indem sie im Vak. (zur Entfernung von Luftblasen) nach dem Vorschlag von 
GraBmann® mit einer Mischung von Paraffind! und «a-Brom-naphthalin 
(Brechungsindex mp 1,51) durechtrankt werden. Der Farbstoff geht dabei nicht 
in meBbarer Menge in dieses ,,Transparenz6l* iiber. Die Extinktionskurve tiber 
die Linge des Streifens wird in einem Zusatzgerit zum Photometer ,,Eppendorf* 
bei 546 mu gemessen. Die gelbliche Grundfairbung des Papiers gibt bei dieser 
Wellenlange zunachst keine meBbare Lichtschwaichung. Spiter nimmt das Papier 
eine sehr langsam zunehmende, mehr braunliche Farbung an, der eine Zunahme 
des Leerwertes parallel geht. Der von der Extinktionskurve eingeschlossene 
Flacheninhalt zeigt eine gleichlaufende, aber geringere Abnahme. Wurden die 
Streifen nicht unmittelbar nach Entnahme aus der Chromatographie-Kammer 
weiterverarbeitet, so war von vornherein ein geringer Papier-Leerwert vorhanden. 
Auf Grund dieser Erfahrung wurden chromatographische Trennung, Farbentwick- 
lung und photometrische Auswertung unmittelbar nacheinander durchgefiihrt. 
Die mehr gelblichen Farbténe anderer Aminosiuren weisen bei 546 mu keine 
wesentliche Lichtabsorption auf. Die erhaltenen Extinktionskurven sind idealen 
GauBschen Verteilungskurven angenahert und sind auch in diesem Verhalten ein 
Beweis fiir die Geringfiigigkeit etwaiger Verteilungsstérungen. 


4 F. Cramer, Papierchromatographie, 2. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim, 
PergstraBe, 1953, S. 89. 

5 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 
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5. Eichkurve: Zur Priifung der Reproduzierbarkeit der Einzelmessung 
und der Proportionalitat der jeweiligen, von der Extinktionskurve mit der Basis- 
linie eingeschlossenen Flacheninhalte zur Konzentration sowie zur Festlegung des 
Proportionalitatsbereichs werden die Planimeterwerte gegen die Konzentration 
in ein Koordinatensystem eingetragen (Abb. 1). Es ergibt sich, daB die mittlere 
Abweichung nur sehr gering ist. Sie entspricht etwa 0,17 y Histidin, auf die 
Gesamt-Histidinausscheidung am Tag umgerechnet rund 7 mg. 
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Abb. 1. Eichkurve. 
Konzentration Planimeterwerte 
‘ , Mittlerer Fehler m 
7/0,01 ml Durchschnitt} Streuung der Einzelbeobachtung 

5 52,38 is EI 1,188 

1¢ 108,78 1,775 1,9 

15 156,5 LA77 1,26 

20 210,5 1,66 1,775 





Laufzeit 17 Stdn., Schleicher & Schiill 2045b. 

GréBere Streuungen sind lediglich bei stiérkeren Schwankungen des Papier- 
Leerwertes zu erwarten, da dann die Basislinie nicht exakt festzulegen ist. Sie 
lassen sich vermeiden, wenn beim Bespriihen eine ideale gleichmaBige Verteilung 
des Entwicklers iiber das Papier erreicht wird (feintropfige Verneblung durch den 
Zerstauber und gleichmaBiger Gasdruck, geniigender Abstand der Zerstiuberdiise 
vom Papier). 

Die Proportionalitaét ist in einem Konzentrationsbereich von 5—20 y auf- 
getragenen Histidins, das in je 0,01 ml aqua dest. oder n/10-HCl gelést ist, gewahr- 
leistet. Nach den Angaben in der Literatur liegt der normale Histidingehalt des 
Urins zwischen 12 und 60 mg®, ®, unter pathologischen Bedingungen wurden als 
Extremwerte mit der modifizierten Paulvschen Methode 106 mg®, gemessen. 
Die Serumkonzentrationen liegen wesentlich niedriger. Der Proportionalitits- 
bereich (O—200 mg®,,) schlieBt also selbst extzem hohe Histidinkonzentrationen ein. 

6. Wiederauffindung: Im _ biologischen Material wurden wesentliche 
Stérungen der quantitativen Histidinbestimmung nicht beobachtet. Die Farb- 


6 H. Baur, Z. ges. exp. Med. 119, 143 [1952]. 
1* 
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reaktion ist so intensiv, daB Urin i. allg. ohne vorherige Konzentrierung unte:- 
sucht werden kann. Wird der Harn ohne vorausgehende ,,Entsalzung“ starkcr 
eingeengt, so kénnen Stérungen der chromatographischen Analyse in Form von 
Doppelbanden und ,,Zungenbildung“ auftreten (Abb. 2). Dasselbe laiBt sich bi.- 
weilen bei sehr hochgestellten Urinen feststellen. Unter dieser geringen Ein.- 
schrankung wird zugesetztes Histidin quantitativ wiedergefunden, wenn voin 
Gesamt-Histidin der aus derselben Harnprobe bestimmte Histidin-Ausgangswe:t 
abgezogen wird (s. die Tab.). Aus den Wiederauffindungsversuchen geht auBerdein 











4 a 2, 4 





Abb. 2. ,,Salzfehler‘. Stufenweise Einengung eines Urins. 
1. Uneingeengt, 2. auf */,, 3. auf die Halfte, 4. auf 1/,; des Ausgangsvolumens 
eingeengt. Laufzeit 17 Stdn., Schleicher & Schiill 2045b, Platte orthochromatisch 
(daher Schwarzung durch gelbliche Banden anderer Aminosauren!). 


Wiederauffindungsversuche 














y Histidin y Histidin y Gesamt-Histi- » Histidi 
in 0,005 mi ein- | zugesetzt (gelést | din in 0,01 ml | 7) . " “a 
geengten Urins in 0,005 ml) errechnet siesta unmeeenaes 
FF 3,54 10 13,54 14,05 
me 4,1 10 14,1 14,9 
3. 2,55 10 12,55 12:7 
4, 2,6 10 12,6 12,1 
5. 3,5 10 13,5 15,2 
6. 2,36 15 17,36 17,¢ 
as 2,69 15 17,69 17,6 
8. 3,82 15 18,82 18,87 
9 3,9 15 18,9 19,6 
10 2,74 20 22,74 22,1 
1] 3,49 20 23,49 23,02 
12 2,69 20 22,69 22,4 
13 Fe f 20 23,7 32,5 
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hervor, daB beim Histidin mit einem nennenswerten Verlust weder auf dem Wege 
der chromatographischen Trennung (Adsorption an das Papier auf dem Wande- 
rungswege) noch durch die Trocknung des Lésungsmittels zu rechnen ist. — Bei 
dem sehr viel geringeren Histidingehalt des Serums laBt sich Einengung und 
Entsalzung nicht umgehen. 


Wir danken Fraulein Schwarte fiir ihre Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Es wird eine einfache papierchromatographische Methode zur 
quantitativen Histidinbestimmung beschrieben, die auf der Pauly- 
schen Diazo-Reaktion beruht. Das Verfahren zeichnet sich durch eine 
hohe Genauigkeit aus. 


Summary 


A simple method of quantitative estimation of histidine by paper 
chromatography, using the Pauly diazo-reaction, is described. A high 
degree of accuracy can be achieved by this procedure. 











Zur Kenntnis des Sandottergiftes: 
Elektrophoretische und chemische Charakterisierung 
der Hauptfraktionen 

Von 
N. Muié und M. Piantanida 


Aus dem Institut fiir Medizinische Untersuchungen der Jugoslawischen Akademie der Wissenschaften 
und der Kiinste, Zagreb 


(Der Schriitleitung zugegangen am 11. Juni 1954) 


Aus den Ergebnissen der friiheren Arbeiten!®*%" iiber die 
Chemie der Schlangengifte geht mit Sicherheit hervor, daB die physio- 
logisch wirksamen Stoffe der Viperidentoxine zu den Eiweibstoffen 
gehéren. Die immunisierende Wirkung der Toxine und die therapeu- 
tische Verwendung der Heilsera sprechen ebenfalls fiir diese An- 
schauung. Da die Sandotter (Vip. ammodytes L.) die wichtigste Gift- 
schlange eines Teiles des europiischen Kontinents ist und ihr Roh- 
gift fiir die Produktion der Heilsera verwendet wird, glauben wir, 
daB die chemische Untersuchung dieses Giftes von besonderem Inter- 
esse ist. 

Die Schlangengifte mit welchen wir arbeiteten, stellte uns das Zentrale 
Hygienische Institut, Zagreb, giitigst zur Verfiigung. Das Rohgift der Vipera 
ammodytes wurde von lebendigen Giftschlangen in einer Petrischale gesammelt. 

1M. Piantanida u. N. Mui¢, Arch. Biochem. Biophysics 46, 110 [1953]. 

2 N.Mui¢ u. M. Piantanida, Rad Jugoslavenske Akademije Znanosti 
Umijetnosti, Razreda mat. prirodoslovnoga 298, 207 [1953]; Bull. int. Acad. 
yvougosl. Sci. Beaux-Arts, Cl. Sci. math. natur. 9, 159. 

3 F. Micheel, F. Jung u. E. Bésser, diese Z. 289, 217 [1936]; ebenda 
D. v. Klobusitzky u. P. Kénig, diese Z. 255, Supl. I [1938]. 

' K.H. Slotta u. H. L. Fraenkel-Conrat, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1076 
[1938]; K. H. Slotta u. H. L. Fraenkel-Conrat, Mem. Inst. Butantan XII. 505 
[1938]. 

5 B.N. Ghosh u. S. 8. De, Indian J. med. Res. 24, 1175 [1937]; 25, 779 
[1938]. 

6 H. Wieland u. W. Konz, 8.-B. math.-naturwiss. Abt. bayer. Akad. Wiss. 
Miinchen 8. 177 [1936]. 

7 M. Piantanida u. N. Muic, J. Immunology [1954]; im Druck. 
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In das aufgerissene Maul der Schlange wurde der Rand einer Glasschale eingefiihrt, 
die Umgebung der Giftdriise zusammengepreBt, wodurch aus den Giftzahnen 
zwei bis drei Tropfen dickfliissigen Giftes abgesondert wurden. Zur Bestimmung 
der physiologischen Wirksamkeit des Rohgiftes oder der Fraktionen, verwendeten 
wir erwachsene weiBe Mause von 18—20g Gewicht. Als dosis letalis minima 
(D. L. M.) wird diejenige Giftmenge bezeichnet, welche, in steriler Kochsalzlésung 
(0,859) gelést und in die Schwanzvene eingespritzt, das Tier binnen 8—24 Stdn. 
totete. 


Trennung durch fraktionierte Fallung 


In unseren friiheren Arbeiten haben wir mit Hilfe der Papier-! 
oder Saéulen-Chromatographie? getrennt. Bei der letztgenannten Me- 
thode wurde 0,1-proz. Giftlésung an einer Papierbreiséule (Whatman 
Nr. 1 oder Seitzschicht EK 1011) adsorbiert und die Fraktionen mit 
Kochsalzlésungen steigender Konzentration allmahlich extrahiert. 
Die so erhaltenen Fraktionen besaBen verschiedene haimolytische 
Aktivitat, ebenso unterschiedliche toxische Wirksamkeit. Man kann 
aber auf diese Weise keine vollstandige Trennung erreichen, weil die 
Zusammensetzung der Eluate durch die Beschaffenheit der Cellulose 
beeinfluBt wurde. 

Unsere Erfahrungen stimmen mit denjenigen von Micheel und 
Bosser® iiberein, wonach die chemische Untersuchung der Viperiden- 
toxine durch Umstinde, die bei der Untersuchung der Colubriden- 
gifte nicht vorliegen, erschwert ist. Das Sandottergift, ebenso wie die 
anderen Viperidengifte, enthalt namlich neben neurotoxischen, 
himolytischen und hamorrhagischen Proteinen noch inaktive Bei- 
mengungen. Ferner werden die Viperidengifte unter dem Einflub 
von Saure, Alkalien und héheren Temperaturen schneller denaturiert 
als die Colubridengifte. Wir haben mit der von Slotta und Fraenkel - 
Conrat? fir die Kristallisation des Crotoxins erfolgreich verwendeten 
Fallungsmethode versucht, die aktiven EiweiBstoffe des Sandotter- 
giftes zu erhalten, konnten aber wiederholt nur ungiftige und amorphe 
EKiweiBstoffe isolieren. Die Resultate der Vorversuche, eine Trennung 
der Giftkomponente tiber die Natriumsulfat- oder Pikrat-Fallung zu 
erreichen, haben erwiesen, daB diese Methoden sich fiir unsere Zwecke 
nicht eignen®. 

Aus diesem Grunde halten wir wie Wieland und Konz'‘, 
Micheel und Jung? die Behandlung mit Athanol bei tiefer Tem- 
peratur fiir die beste Fallungsmethode. Zur Entfernung niedrig- 
molekularer Verunreinigungen (siehe die Ubersicht iiber die Frak- 
tionierung im Versuchsteil), insbesondere anorganischer Salze, wurde 
die 1-proz. Lésung des Rohgiftes mit Hilfe einer Cellophanmembran 
gegen dest. Wasser bei + 5° 24 Stdn. dialysiert und der ausgeschie- 
dene wasserunlésliche EiweiBniederschlag I in der Zentrifuge (17000 
Umdreh.) von der Mutterlauge abgesondert. Die chemischen und 
immunologischen Eigenschaften’ des eiweiBartigen Niederschlags 
wurden schon friiher an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben’. 
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Die Mutterlauge wurde in gefrorenem Zustand im Hochvakuum ge- 
trocknet und fiir unsere Versuche verwendet. Die 1,5-proz. Lésung 
des Giftes wurde mit 0,l-n. HCl auf py 4,2 angesiuert und 10 Min 
bei 70° erhitzt, wobei entgegen den Angaben von Calmette® kein 
EiweiBstoff koagulierte. Die toxische Wirksamkeit der Giftlésung 
fiir weiBe Mause war durch diese Erhitzung gar nicht beeintrachtigt 
(D. L. M. 18 y). 

Wahrend es Slotta und Fraenkel-Conrat beim Klapper- 
schlangengift gelang, durch kurzes Erhitzen einer waBrigen Lésung 
(pu 4,1) einen Teil der Eiweifstoffe zur Koagulation zu _bringen, 
triiben sich die Lésungen des Sandottergiftes nach kaum 1/9-stdg. 
Erhitzen im siedenden Wasserbad; diese Erfahrung stimmt mit den 
Angaben von Wieland und Konz fiir die Giftlésung der Naa tripu- 
dians gut tiberein. 

Die klare Giftlésung wurde jetzt auf pu 5,2—5,5 gebracht, 
wobei sich fast 40°, des Trockengiftes als dicker flockiger Nieder- 





Abb. 1. Elektrophoresekurve der Frak- { 

tion IIR aus Sandottergift. Phosphat- [ 

puffer pu 7,4; Ionenstarke 0,17; 6,6 Volt 

em; 2mA; Whatman Nr. 1; 4 Stdn.; 

1.2 mg Toxin; “Anfarbung mit Brom- 
phenolblau. 
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schlag II ausschieden. Der Niederschlag wurde zuerst abzentrifugiert 
(17000 Umdreh.), darauf dreimal im Wasser suspendiert und jedesmal 
zentrifugiert, endlich in gefrorenem Zustand im Hochvakuum ge- 
trocknet. Das so erhaltene Praparat war fiir weibe Mause annahernd 
so toxisch wie das Rohgift (D. L. M. 20 y); als Hauptursache des 
Todes sind jedoch die starken himorrhagischen Schidigungen in den 
Lungen zu _ betrachten, wihrend gleichzeitig die neurotoxischen 
Symptomkomplexe fast gar nicht in Erscheinung treten. Ahnliche 
Eigenschaften hatte die durch Dialyse abgesonderte wasserunlésliche 
Fraktion I. Zur Reinigung versetzte man die wibrige Suspension des 
Niederschlags II mit 0,l-n.HCl bis zur vollkommenen Lésung und 
fallte wieder beim isoelektrischen Punkt, px 5,2, mit 0,l-n.NH,. Nach 
2-maliger Wiederholung dieses Reinigungsvorgangs hatten wir eine 
elektrophoretisch recht einheitliche EiweiBfraktion IIR (Abb. 1) 
erhalten, die fast keine haimolytische Wirksamkeit mehr besaB und 
gegeniiber weiBen Méusen nur sehr schwach giftig war (D. L. M.> 
50 y). 

Die im Hydrolysat der Fraktion IIR vorhandenen Aminosauren 
wurden durch zweidimensionale Papierchromatographie (Whatman 
Nr. 1 und Nr. 4) qualitativ nachgewiesen. Die Aminosiéureanalyse 
bestatigt, daB in Hydrolysaten dieser Fraktion ITR Phenylalanin 
und Lysin verhaltnismaBig weniger als im Rohgift vertreten sind 
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(Abb. 2). Es ist sehr wahrscheinlich, da® die Fraktion IIR eine physio- 
logisch inerte aber einheitliche EiweiBkomponente ist, an welche der 
himorrhagische Faktor adsorbiert ist; dieser kann durch Umfallung 
aus waBriger Lésung abgetrennt werden. Die Anreicherung und 


A B 


16 





Cc 17 


Abb. 2. Zweidimensionales Chromatogramm von 320 y EiweiBhydrolysat der 
Fraktion IIR: 

1. Cystin, 2. Asparaginsaure, 3. Glutaminsaure, 4. Serin, 5. Glykokoll, 6. Threonin, 

7. Glucosamin (nicht sicher identifiziert), 8. Alanin, 9. nicht identifiziert, 10. Lysin, 

11. Arginin, 12. Tyrosin, 13. Valin, 14. Prolin, 15. Methionin, 16. Leucin, 17. Phe- 
nylalanin. 

In Richtung A—B mit Butanol urd Essigsaiure, in Richtung A—C mit Phenol 

und Wasser chromatographiert. Mit 0,1-proz. Ninhydrin entwickelt. 


Reinigung des Himorrhagins soll die Aufgabe unserer weiteren Be- 
miihungen sein. 

Die Fraktion ITR besitzt die charakteristischen Eigenschaften der 
Hobuline, sie ist léslich in verdiinnten Neutralsalzlé6sungen und fast 
unloslich in Wasser. Sie ist leicht denaturierbar; nach dem Trocknen 
im gefrorenen Zustand und im Hochvakuum verliert sie bei langerem 
Aufbewahren ihre anfangliche Léslichkeit, wodurch die griindliche 
und exakte Untersuchung ihrer chemischen Eigenschaften erschwert 
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wird. Die Fraktion IIR stellt in ziemlich reinem Zustand den ungiftige 
sauren Anteil des RohgifteiweiBes dar. 

Die Fraktion III wurde aus der nach Ausfillung der globulin- 
ahnlichen Fraktion II erhaltenen Mutterlauge durch Zusatz von 
Athanol bis zum Gehalt von 57°, bei 1° gefillt. Dieser Niederschlaz 
besitzt die doppelte toxische Wirksamkeit bei weiBen Mausen (D. L. M. 
10 y), aber eine kaum gr6Bere himolytische Aktivitét als das Roh- 
gift (Abb. 3). Die papierelektrophoretische Analyse der Fraktion III 
































J 


10 20 10 20 
i ~~ 
Abb. 3. Lecithinase A-Aktivitaét des Sandottergiftes und der Fraktionen III 
und IV. A. Frische-Lésungen, B. nach 72-stdg. Stehenlassen bei 20°. Gift 
Frakt. HI ----, Frakt. IV 





bestatigt, daB sie die gleichen EiweiBkomponenten enthalt wie das 
Rohgift, mit Ausnahme der Komponente D (siehe Abb. 5a), die nur 
schwach vertreten ist. Die Fraktion III hat die Eigenschaften des 
Neurotoxins. Sie bewirkt eine zentrale Atemliéhmung und Paralyse 
der Extremitaten (besonders der hinteren). 

Die in 57-proz. Athanol lésliche Fraktion ist die giftigste Sub- 
stanz, die wir aus dem Sandottergift isoliert haben. Wir haben mit 
diesem Praparat die letale Dosis fiir weiBe Mause, intravenés verab- 
reicht, bei etwa 5 y gefunden. Die papierelektrophoretischen Versuche 
mit der Fraktion IV erweisen deutlich ihre Uneinheitlichkeit. Die 
EiweiBkomponente D, die im Rohgift vertreten ist, fehlt vollstandig. 
Die Aminoséurenanalyse des Hydrolysates durch zweidimensionale 
Papierchromatographie bestatigte, daB die Fraktion IV alle Amino- 
sduren des Rohgiftes enthalt, wobei die relativen Mengen des Lysins 
und Arginins etwas erhéht sind. In der Fraktion IV sind die basischen 
Proteine angereichert, pharmakologisch stellt sie das neurotoxische 
Prinzip dar. 

Hamolytische Wirksamkeit 

Besondere Aufmerksamkeit haben wir der quantitativen Bestimmung der 
hamolytischen Wirksamkeit gewidmet und die Methoden unter Beriicksichtigung 
der Erfahrungen von v. Euler und Swen Gard® sowie von Maltaner und 


anderen!® unserem Zweck angepaBt. Nach unseren Erfahrungen ist die hamoly- 
sierende Wirkung von der jeweiligen Beschaffenheit der Erythrocyten stark ab- 
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hingig, so daB die hamolytische Aktivitaét verschiedener Fraktionen, die durch 
Xeinigung eines himolytisch wirksamen Komplexes gewonnen worden sind, nur 
dann vergleichend quantitativ ausgewertet werden kénnen, wenn die Ergebnisse 
einem und demselben Hiaimolyseexperiment enitstammen. 

Das Rohgift der Vip. ammodytes sowie die Fraktionen III und IV 
zeigten nur Lecithinase A-Aktivitat; eine direkt himolysierende Wir- 
kung wurde nicht nachgewiesen. Ohne Lecithinzugabe zur Giftl6sung 
trat selbst nach 48-stdg. Einwirkung keine Haémolyse gewaschener 
irythrocyten auf. 
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Abb. 4. Absorptionskurven von a) Sandottergift, b) Fraktion IIR, c) Fraktion IV; 
0,1-proz. Lésungen in 0,1-n.HCl. 


Wir untersuchten weiter die Veranderung der Lecithinase A- 
Aktivitaét durch Stehenlassen der waBrigen Giftl6sungen bei Zimmer- 
temperatur. Wahrend frische Lésungen der Fraktionen III und IV 
eine starkere Aktivitat zeigten als die entsprechenden Rohgiftlésungen 
(Abb. 3a), war die Aktivitat der Fraktionen III und IV nach 72 Stdn. 
geringer geworden als diejenige des Rohgifts (Abb. 3b). Daraus geht 
hervor, daB der die Himolyse erzeugende Faktor in den gereinigten 
Fraktionen unbestandiger ist als im Rohgift. 

Alle Fraktionen zeigten zwischen etwa 230 bis 300 mu charak- 
teristische Absorptionsbanden der Eiweibstoffe; sie zeigten gewisse 
Unterschiede in der Intensitét des Absorptionsmaximums bei 278 mu 
(Abb. 4). 

Trennung durch Elektrophorese 

Die von Grasset" und anderen Forschern!? immunologisch be- 
wiesene Ahnlichkeit der EiweiBstoffe verschiedener Schlangengifte 
bemiihten wir uns papierelektrophoretisch zu zeigen; wir untersuchten 
so die Gifte von Vip. ammodytes und Vip. aspis Cesari (Abb. 5). Das 
Toxin der ersteren zeigte vier elektrophoretisch deutlich getrennte 
Gruppen (A, B, C, D). Sechs bis sieben EiweiBkomponenten mit ver- 
schiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten konnten unterschieden 
werden. Die Ergebnisse unserer Untersuchung! stimmen mit den 
Resultaten von GraBmann und Hannig"® verhaltnismaBig gut 





2 W.H. A. Schéttler, Bull. World Health Org. 5, 294 [1952]. 
1B W.GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 296, 30 [1954]. 
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iiberein. Abweichungen diirften der Verschiedenheit der Anfarbun; 
zugeschrieben werden. Das Toxin der Vip. aspis zeigt eine dem Sand. 
ottergifte ahnliche Zusammensetzung, was den Immunologen schoi 
lange bekannt war. Nur die Mengenverhialtnisse der EiweiBstoffe in 
diesen zwei Giften scheinen etwas verschieden zu sein. 


yp A + ¢ D 


r : | ities lla, 


i eee 


4+ ~——4—— -— mm 
Abb. 5. Elektrophoresekurven der Schlangengifte a) Vip. ammodytes, b) Vip. 
aspis Cesari. 
Veronal-Veronalnatrium-Puffer pH 8,6; Ionenstirke 0,05; 5 Volt/em; 0,75 mA; 
Whatman Nr. 1; 20 Stdn.; 1 mg Toxin; Anfarbung mit Bromphenolblau. 











Beschreibung der Versuche 
Ubersicht iiber die Fraktionierungsversuche 


Das rohe Sandottergift, 1 g (D. L. M. fiir die weiBe Maus 18—20 y, Stickstoffgehalt 
13,5°,, Schwefelgehalt 4,2°,) in 1-proz. Lésung wurde bei 5° im Eisschrank 24 Stdn. 
gegen dest. Wasser dialysiert. 


Niederschlag. Frakt.I. Uber die che- Die Mutterlauge wurde im gefrorenen 


mischen und immunolog. Eigenschaften Zustand im  Hochvak. getrocknet 
dieser Frakt. siehe 1. c.7. (749 mg). Die 1,5-proz. waBr. Lésung 


wurde mit 0,1l-n.HCl auf pH 4,2 ein- 
gestellt und 10 Min. bei 70° erwarmt. 
D. L. M.18 y. Aus der Lésung wurde 
durch Zusatz von 0,1-n.NH, bei pu 
5,2—5,6 ein EiweiBniederschlag gefallt. 


Frakt. II (369 mg) Die Mutterlauge (431 mg 
Niederschlag im Wasser suspendiert, mit 0,1-”.HC] Trockensubst., davon 
in Lésung gebracht (pH 4,1) und durch Zusatz 380 mg) wurde bis 1° ge- 
von 0,1-n.NH, bei po 5,2 ausgefallt; Vorgang kihlt und dann Athanol 

zweimal wiederholt: 197 mg Frakt. IIR. bis zu 57°, zugesetzt. 
ie : | 
Frakt. II Frakt. IV 

Der Niederschlag wurde im Hochvak. Die Mutterlauge wurde bei 0°—2° 
bei 0° getrocknet (288 mg), D. L. M. im Vak. verdampft (Trockenriick- 
10 y. In 57-proz. Athanol unléslich. stand 86,6 mg). In 57-proz. wab- 


rigem Athanol léslich. D.L.M.~ 5y. 
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Zweidimensionale Papierchromatographie™: 5—10 mg des Giftes 
wurden im zugeschmolzenen Glasréhrchen mit 2 ccm 20-proz. Salzsaiure 20 Stdn. 
im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Die sauren Hydrolysate wurden zur Trockne 
gedampft und im Vak.-Exsiccator iiber Natriumhydroxyd und Calciumchlorid 
getrocknet. Ungefahr 300 y Hydrolysat wurden jedesmal auf einem Bogen What- 
man Papier Nr. 1 chromatographiert. Die Chromatogramme wurden 72 Stdn. nach 
der Zylindermethode!* mit n-Butanol-Essigsiure-Wasser 4:1:5 aufsteigend und 
nachher mit wassergesittigtem Phenol 24 Stdn. absteigend entwickelt!’. Die 
Aminosauren wurden mit 0,l-proz. Lésung von Ninhydrin in Athanol sichtbar 
gemacht. Die Hydrolysate der Fraktion II R zeigten folgende Aminosiuren-Zu- 
sammensetzung: Cystin, Asparaginsdiure, Glutaminsaure, Serin, Glykokoll, Threo- 
nin, Alanin, Tyrosin, Valin, Methionin, Leucin, Phenylalanin, Prolin, Lysin, Ar- 
ginin (wahrscheinlich noch Tryptophan und Glucosamin). Im Rohgift wurde noch 
mit der Reaktion nach Elson und Morgan Glucosamin und aus dem alkalischen 
Hydrolysat mit den Reaktionen nach Adamkiewicz-Hopkins, Voisenet und Ehrlich 
auch Tryptophan nachgewiesen. Simtliche Aminosiuren wurden mit Hilfe eines 
Test-Chromatogramms identifiziert. 

Nachweis der Lecithinase A-Aktivitat: Die Hamolyseversuche® ° 1° 
wurden nur mit 2-proz. Suspensionen von frischen, serumfreien Schaferythro- 
cyten in schwach hypertonischer, gepufferter Kochsalzlésung, py 7,2, mit Lecitbin- 
zugabe ausgefiihrt (78 ccm 0,85-proz. NaCl, 10 ccm Phosphatpuffer, 0,15-mol., 
pu 7,2, 2cem Erythrocyten, 10 cem 0,05-proz. waiBr. Lecithinemulsion). Dieser 
Reaktionsmischung (3 cem) wurden die Lésungen (0,2 ccm) von hamolysierenden 
KiweiBkérpern in steigender Konzentration zugesetzt. Die Probierréhrchen mit 
Reaktionsmischung wurden 30 Min. im Thermostaten bei 37° stehengelassen und 
nachher zentrifugiert. Die klare Himoglobinlésung wurde abpipettiert, mit Wasser 
verdiinnt (1:10) und mit Fishers Elektrophotometer unter Anwendung von Blau- 
filter B 425 photometriert. 

Der Nachweis der direkten Himolyse wurde gleicherweise wie der der Leci- 
thinase A-Aktivitit, aber ohne Lecithinzugabe ausgefiihrt. Die Proberéhrchen mit 
Reaktionsmischungen wurden bei Zimmertemperatur stehengelassen und die 
Hamolyse der roten Blutkérperchen bis 72 Stdn. beobachtet. 

Papierelektrophorese: In Anlehnung an die Arbeiten von Cremer und 
Tiselius!*)1® sowie GraBmann, Hannig und Knedel?® wurde eine verein- 
fachte Apparatur fiir Papierelektrophorese konstruiert. Verwendete Puffer: 
Phosphatpuffer po 7,4 (Ionenstarke 0,17; 6,6 Volt/em; 2mA; Whatman Nr. 1; 
4 Stdn.; 1—1,5 mg Toxin) oder Veronal-Veronalnatrium-Puffer pH 8,6 (Ionen- 
stirke 0,05; 5 Volt/em; 0,75 mA; Whatman Nr. 1; 20 Stdn.; 1 mg Toxin). 

Die EiweiBbanden wurden mit 0,03-proz. Bromphenolblau in 1-proz. waB- 
riger Sublimatlésung sichtbar gemacht. Die Papierstreifen waren mit Paraffinél 
unter Zusatz von 15°, Cedax (Behringwerke) behandelt und Millimeter fiir Milli- 
meter mit Fishers Elektrophotometer unter Anwendung einer speziell eingebauten 
Anordnung mit Griinfilter (525 B) photometriert. Der Auftragungsort der EiweiB- 
striche war in der Mitte des Papierstreifens und wurde unkorrigert wiedergegeben. 

Die spektrophotometrischen Analysen wurden mit Beckman- Quarz- 
spektralphotometer Mod. D. U. mit 0,1-proz. Lésungen der EiweiBstoffe (in 0,1-n.- 


144 R.Consden, A.H. Gordon u. A. J.P. Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1944]. 
1 C,E. Dent, Biochem. J. 48, 169 [1948]. 
16 R. J. Williams u. H. Kirby, Science [New York] 107, 481 [1948]. 
 §.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
18 H.D.Cremer u. A. Tiselius, Biochem. Z. 320, 273 [1949]. 
19 A. Tiselius, Discuss. Faraday Soc. 18, 29 [1953]. 
20 W. GraBmann, R. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 


333 [1951]. 
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HCl) in Quarzkiivetten (10 mm) ausgefiihrt. Die Absorption der Lésungen wurde 
gegen 0,1-n.HCl gemessen. 


Wir sprechen unseren Dank aus Herrn Dr. med. M. Stanié fiir die Dure)- 
fiihrung der toxikologischen Versuche, ebenso Herrn B. Briski, Chem., fiir die 
Hilfe bei den chromatographischen Untersuchungen. 


Zusammenfassu ng 


Die EiweiBstoffe des Sandottergiftes wurden durch Fallung mit 
Athanol unter isoelektrischen Bedingungen getrennt. Es gelang, einige 
Fraktionen zu isolieren, darunter eine fast chemisch reine, schwach 
toxische, und eine andere, nicht einheitliche, die sich abcr durch vier- 
mal so groBe toxische Wirksamkeit wie das Rohgift auszeichnete. 

Das Sandottergift wurde papierelektrophoretisch untersucht. 
Sechs bis sieben EiweiBkomponenten mit verschiedener Wanderungs- 
gceschwindigkeit konnten unterschieden werden. 

Die Aminosauren-Zusammensetzung des Sandottergiftes und 
einiger Giftfraktionen wurde papierchromatographisch ermittelt. 


Summary 


The proteins of the venom of Vip. ammodytes L. have been sepa- 
rated by precipitation under isoelectric conditions. Several fractions 
were isolated: one was chemically almost pure but only feebly toxic; 
another, which was not homogeneous, had a high potency, and was 
evidently the poisonous principle in an impure state. 

Six or seven protein components in the venom could be distinguished 
by their different electrophoretic mobilities on paper. 

The amino-acid compositions of the venom and of several of its 
toxic fractions were determined by paper chromatography. 
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Untersuchungen zum bakieriellen Purinabbau 


1. Uber den Harnsiureabbau durch Pseudomonas aeruginosa 
(Bact. pyocyaneum) 


Von 
Wilhelm Franke und Giinter Edelfried Hahn 
Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30, August 1954) 


Im Gegensatz zum neuerdings vieluntersuchten bakteriellen Pyri- 
midinabbau!-4 ist der Purinabbau durch Bakterien, zum mindesten 
aerober Natur, in letzter Zeit ziemlich vernachlassigt worden. Dies ist 
insofern iiberraschend, als die friihesten Untersuchungen dieser Art bis 
in die Zeit um die Jahrhundertwende zuriickreichen und die chemische 
und enzymatische Seite des bakteriellen Purinabbaus auch heute erst 
mangelhaft geklart erscheint. 


Die altesten hierher gehérigen Untersuchungen italienischer und franzésischer 
Forscher®:® haben heute, da nicht mit Reinkulturen ausgefiihrt, nur mehr histori- 
sches Interesse. Ulpiani und Cingolani’ haben das Verdienst, erstmals mit 
einem einheitlichen, aus Hiihnerexkrementen isolierten, grampositiven aeroben 
Kokkus den Abbau von Harnsdéure und Guanin durchgefiihrt zu haben. Als 
Reaktionsprodukte wurden in diesen alteren Arbeiten auBer Ammoniak und 
Kohlendioxyd nur Harnstoff und (bei Guanin) Guanidin gefaBt. Kinen be- 
achtlichen Fortschritt stellt eine Untersuchung von Liebert® aus dem Beijerinck- 
schen Institut dar, der erstmals scharf zwischen aerobem und anaerobem Harn- 
siureabbau unterschied. Den ersteren studierte er vor allem bei einer Reihe von 
Pseudomonas-Arten® (z. B. Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens, Ps. eisenbergii, Ps.calco- 
acetica), wobei er Anhaltspunkte dafiir fand, daB der Endabbau zu Kohlendioxyd 
und Ammoniak iiber Allantoin, Harnstoff und Oxalsaure erfolge. Eine 
rein anaerobe Uricolyse beobachtete er bei einem aus Gartenerde isolierten Sporen- 


! O. Hayaishi u. A. Kornberg, J. Amer. chem. Soc. 73, 2975 [1951]; 
J. biol. Chemistry 197, 717 [1952]; I. Lieberman u. A. Kornberg, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 12, 223 [1953]. 

27. P. Wang u. J.O. Lampen, J. biol. Chemistry 194, 775, 785 [1952]. 

3 F.J.S. Lara, J. Bacteriol. 64, 271, 279 [1952]. 

4 R. D. Batt u. D. D. Woods, Biochem. J. 49, LXX [1951]. 

5 F. Sestini u. L. Sestini, Gazz. chim. ital. 20, 133 [1890]; 26, 92 [1896]. 

6 E. Gérard, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 122, 1019 [1896]; 1238, 185 
[1896]. 

7 C. Ulpiani, Atti Accad. naz. Lincei, Rend., Cl. Sci. fisiche, mat. natur. 
(5) 12 IT, 236 [1903]; Gazz. chim. ital. 33, 93 [1903]; M. Cingolani, Gazz. chim. 
ital. 33, 98 [1903]; C. Ulpiani u. M. Cingolani, Atti Accad. naz. Lincei, Rend., 
Cl. Sci. fisiche, mat. natur. (5) 14 IT, 596 [1905]. 

8 F. Liebert, Proc., Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 12, 54 [1909]. 

® Im folgenden wird nach Moéglichkeit die Nomenklatur nach Bergeys 
Manual of Determinative Bacteriology (6. Aufl. Baltimore, 1948) verwendet. 
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bildner (Bac. bzw. Clostr. acidi urici), der Harnsiure zu Ammoniak, Essigsii re 
und Kohlendioxyd (3 Moll. pro Mol. Harnsaure) vergor. In den folgenden drei 
Jahrzehnten erfuhr das Problem der bakteriellen ,,Purinolyse“!° zum mindesten 
von der chemisch-enzymatischen Seite her keine nennenswerte Foérderung mer. 
Die Untersuchungen beschrankten sich einerseits auf die Verwendung von Purincn, 
im besonderen Harnsaure, als einziger Stickstoffquelle von Nahrbdden zur 
Differenzierung von Bakterien (z. B. in der Coli-Aerogenes-Gruppe)!! !*, anderor- 
seits auf die mégliche Beteiligung der Darmbakterien am Purinabbau im mensch- 
lichen und tierischen Organismus!® sowie auf die Méglichkeit bakterieller Effel.te 
bei der Uricasewirkung in vitro!®’. Ecker und Mitarbb.' versuchten vergeblich, 
aus dem Ulpianischen Bakterium Uricase zu extrahieren oder einen Angriff 
methylsubstituierter Harnséuren durch diesen Organismus festzustellen. 


In den letzten 15 Jahren ist nur eine begrenzte Zahl von Veroffeit- 
lichungen aus den Arbeitskreisen von Barker und von Whiteley zum 
anaeroben Purinabbau durch Clostridien bzw. Mikrokokken erschienen, 
wahrend dem aeroben Abbau nur je eine an einem Corynebakterium 
und an einigen Mykobakterien ausgefiihrte Untersuchung gewidmet 
worden zu sein scheint. 


Die Clostridien-Garung" liefert in Bestatigung der alteren Liebertschen 
Befunde Ammoniak, Kohlendioxyd und Essigsiéure, aus Xanthin z. B. im Ver- 
haltnis 4:3:1, wahrend sich bei Harnsaure das Verhiltnis Kohlendioxyd/ Essig- 
siure vergréBert, bei Hypoxanthin verkleinert. Cl. cylindrosporum liefert im 
Gegensatz zu Cl, acidi urici zusatzlich noch kleine Mengen Glykokoll, das wahr- 
scheinlich in beiden Fallen ein Zwischenprodukt des Abbaus darstellt. Obwohl 
in einer spateren Untersuchung!® auch mit C markierte Substrate Verwendung 
fanden, ist der Reaktionsmechanismus dieser Garungen noch weitgehend ungeklart, 
jedenfalls aber von den friiher bekannten chemischen oder enzymatischen Abbau- 
formen der Purine grundverschieden. So entsteht beispielsweise bei der Harn- 
siurevergarung Kohlendioxyd in ungefahr gleichem Umfang aus den Atomen 2, 8 
und 4, Essigsiure mit Markierung am Carboxy! hauptsichlich 


7136 
N = aus C-Atom 5, Essigsiure mit Markierung am Methyl vor- 
C2 CS_N7, wiegend aus den C-Atomen 2 und 8, untergeordnet aus C-Atom 5. 
i. a ‘cs. ~=—- Nicht ganz 1/; beider C-Atome der Essigsaure entsteht synthe- 
N3—C!—N® tisch aus Kohlendioxyd. Von anderer Art ist die Mikro- 


kokkengiarung!’, die in jedem Falle Ammoniak, Wasserstoff, 
Kohlendioxyd und Essigsaure liefert, dazu bei M. lactilyticus zusatzlich Harn- 
stoff und Propionsaure, bei VV. aerogenes Milchsiure. Beim erstgenannten Orga- 
nismus treten in der Reihe Hypoxanthin — Xanthin — Harnsaure eigenartige 
Hydrierungs-, Dehydrierungs- und Disproportionierungsvorginge (z. T. unter Be- 
teiligung von freiem Wasserstoff) auf, wahrend bei letzterem wahrend der Purin- 
vergirung kleinere Mengen von Pyrimidinen (Thymin und Uracil) gebildet werden. 
Etwas isoliert stehen einige Beobachtungen Barkers!® iiber die Vergirung von 


10 §. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, diese Z. 102, 148 [1918]. 

1 §. A. Koser, J. infect. Diseases 28, 377 [1918]. 

12 N. B. Mitchell u. M. Levine, J. Bacteriol. 36, 587 [1938]. 

13 §. J. Przylecki, Biochem. J. 24, 81 [1930]; R. Truszkowski, Biochem. 
J. 24, 1340 [1930]. 

4 J.L. Morris u. E. E. Ecker, J. infect. Diseases 34, 592 [1924]; R. F. 
Hanzal u. E. E. Ecker, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 28, 815 [1931]. 

15 -H. A. Barker u. J. V. Beck, J. biol. Chemistry 141, 3 [1941]; J. Bacteriol. 
43, 291 [1942]. 

16 J.L. Karlsson u. H. A. Barker, J. biol. Chemistry 178, 891 [1949]. 

17 H.R. Whiteley u. H.C. Douglas, J. Bacteriol. 61, 605 [1951]; H. R. 
Whiteley, J. Bacteriol. 68, 163 [1952]. 
18 H. A. Barker, J. Bacteriol. 46, 251 [1943]. 
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Allantoin durch den aus Meeresschlamm isolierten Streptococcus allantoicus, 
der dabei Ammoniak, Harnstoff, Kohlendioxyd, Ameisen-, Essig- und Oxamid- 
siure liefert. 

Das von Krebs und Eggleston!® mit moderner manometrisch-analytischer 
Methodik untersuchte aerobe Corynebact. ureafaciens spaltet oxydativ mit Hilfe 
wesentlich adaptiver Enzyme aus einer Reihe von Verbindungen Harnstoff 
ab, so aus Hypoxanthin, Harnsaure, Allantoin und Allantoinséure, aber auch 
aus Arginin, Citrullin, Agmatin und Kreatin. Harnsiure nimmt etwas mehr als 
2, Allantoin etwas mehr als 1 Atom Sauerstoff auf und zwar mit vergleichbarer 
Anfangsgeschwindigkeit, so daB der Harnsaureabbau wahrscheinlich tiberAllantoin 
verlauft; Allantoinsaure wird nur halk so rasch oxydiert. Die Natur der stickstoff- 
freien Reaktionsprodukte wurde nicht untersucht. Da anaerob aus den oben 
genannten Verbindungen keine Harnstoffabspaltung erfolgt, liegt hier nicht die 
altbekannte Allantoinase- und Allantoicase- (bzw. Arginase-) Wirkung?° vor. 
Es scheint aber auch keine Beziehung zu dem neuerdings von Franke, Taha 
und Krieg®! aufgefundenen oxydativen Allantoinabbau (wahrscheinlich zu Oxon- 
siure) durch den Schimmelpilz Alternaria tenuis zu bestehen. SchlieBlich ist noch 
eine mehr orientierende Untersuchung von Di Fonzo” iiber den Purinabbau 
durch verschiedene Mykobakterien (u. a. M. smegmatis, M. siercoris, M. butyricum, 
M. phlei, M. tuberculosis (BCG)) zu erwahnen, in der die méglichen Abbaustufen 
Harnsaure, Allantoin, Allantoinséure, Harnstoff und NH, im wesentlichen mit 
Hilfe kolorimetrischer Methoden erfaBt wurden. Zum wenigsten in einigen Fallen 
(M. smegmatis und WM. stercoris) gelang es, durch den Einsatz der genannten 
Zwischenprodukte als Substrat die vollstandige Abbaukette vom Xanthin bis 
Ammoniak wahrscheinlich zu machen. Bei M. butyricum stoppt sie auf der Stufe 
des Harnstoffs, wahrend M. phlei schon Harnsaure nicht mehr weiter anzugreifen 
scheint. Einige Versuche mit Zusatz von Streptomycin oder p-Amino-salicylsdiure 
sprechen fiir die BeeinfluBbarkeit einzelner Abbaureaktionen, lassen sich bei ihrer 
geringen Zahl aber nicht mit Sicherheit auswerten. 


Beidem oben skizzierten, wenig befriedigenden Stand unserer Kennt- 
nisse erschien es uns lohnend, die Frage nach den Wegen des bakteriellen 
Purinabbaus auf breiterer Basis erneut aufzurollen. Wir haben zunachst 
bei einem Organismus von besonders gutem purinolytischem Vermdégen, 
Ps. aeruginosa (Bact. pyocyaneum), den Abbau der Harnsiaure im wesent- 
lichen geklart. Weitere Untersuchungen iiber den Umsatz von Adenin, 
Hypoxanthin und Xanthin sowie die mit diesem Organismus gleichfalls 
realisierbare Oxydation der Methylxanthine werden folgen. 


Methodik 
I. Bakterienmaterial 


Drei Stémme von Ps. aeruginosa, die aus den Hygienischen Instituten der 
Universitaten Bonn (I und IT) und K6ln (III) stammten, wurden auf Standard I- 
Nahragar-Merck22* gehalten und alle 14 Tage iiberimpft. Grundsatzliche Unter- 
schiede im Verhalten der drei Stamme gegeniiber Substraten wurden nicht beob- 
achtet, sondern nur Unterschiede in der Umsatzgeschwindigkeit und in der Kinetik 


19 H.A. Krebs u. L.V. Eggleston, Enzymologia [Den Haag] 7, 310 
[1939]. 
20 Vgl. hierzu M. Laskowski in Sumner-Myrback: The Enzymes I, 
8. 946 (New York, 1951). 

21 W. Franke, E.M. Taha u. L. Krieg, Arch. Mikrobiol. 17, 255 [1952]; 
W. Franke u. E.M. Taha, Chem. Ber. 85, 913 [1952]. 

22M. Di Fonzo, Amer. Rev. Tubercul. 66, 240 [1952]. 

22a Hauptsiachlich aus Caseinhydrolysat bestehend. 


bo 
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der Substratoxydation (z. B. linearer oder autokatalytischer Ablauf, vgl. Abb. 1 
und 6). Der weitaus gréBte Teil der Versuche wurde mit Stamm II durchgefiihr:; 
nur soweit andere Stamme verwendet wurden, ist dies bei den Versuchen vermerk t. 

Die Ziichtung der Bakterien fiir die Warburg-Versuche erfolgte in Kolle- 
Schalen auf festem, harnsaiurehaltigem synthet. Nahrboden, dessen acai it 
gegeniiber Standard I-Merck Vorversuche ergeben hatten (Abb. 1). Die Zusammen- 
setzung des Nahrbodens, dessen py mit n-NaOH auf 7,5 gebracht wurde, war®: 
0,05% K,HPO,, 0,05°% CaCl,, 0,02°%%MgS0O,-7 HO, 1,0% Glucose, 0,05% Hari- 
saure, 2,0% Agar. 

Ziichtung und Aufbereitung der Bakterien einschlieBlich Herstellung der zu 
den Versuchen dienenden 1-proz. Suspensionen erfolgte nach den eingehenden 
Angaben von Franke und Peris™. Auf die dort angegebene, mehrstdg. Durchi- 
liftung der Suspensionen wurde verzichtet, da sie keine erhebliche Reduktion 
ihrer Eigenatmung erbrachte. Dagegen lieferte Aufarbeitung im Kalteraum (5°) 
ein Zellmaterial mit 20—40°%, geringerer Leeratmung. 

Die uricolytische Aktivitét der Bakteriensuspensionen sinkt im Laufe der 
ersten beiden Tage bei Aufbewahrung im Eisschrank auf etwa die Halfte, im Laufe 
einer Woche auf etwa !/, der urspriinglichen ab. Es wurden daher keine Alteren 
als 48-stdg. Suspensionen verwendet; die iiberwiegende Mehrzahl der Versuche 
ist mit 5—24-stdg. Suspensionen ausgefiihrt. 


II. Substrate 


Harnsaure und Natriumoxalat waren Reinstpraparate der Fa. Merck, 
Natriumformiat der Fa. Schuchardt. Allantoin wurde durch Oxydation 
von Harnsaure mit Kaliumpermanganat in alkalischer Lésung und anschlieBendes 
Eindampfen der mjt Essigsiure angeséuerten Lésung erhalten™®; Schmp. 230°. 
Allantoinsaures Kalium wurde durch alkalische Hydrolyse von Allantoin ge- 
wonnen”*; ber. K 18,25, gef. K 18,32”. Uroxansaures Kalium erhielten wir 
durch Permanganatoxydation von Harnsiure in alkalischer Lésung?®; ber. K 26,38, 
gef. K 26,19. Oxonsaures Kalium wurde ebenfalls durch alkalische Perman- 
ganatoxydation von Harnsaure erhalten und durch Umkristallisieren aus Wasser 
unterhalb 50° gereinigt?®; ber. K 20,03, gef. K 20,15. Parabansaure wurde 
durch Oxydation von Harnsaure mit Salpetersiure dargestellt®®; Schmp. 240°. 
Oxalursaures Kalium wurde aus der Mutterlauge der Parabansaiuredarstellung 
isoliert®®; ber. K 22,97, gef. K 23,07. Glyoxylsaure wurde nach Reduktion 
von Oxalsiure mit Magnesium aus waBrig-alkohol. Lésung als Hydrogensulfit- 
verbindung (wenn auch in schlechter Ausb.) erhalten*!; Identifizierung als 
Thiosemicarbazon nach dem Umkristallisieren aus 30-proz. Ameisensiure**; 
Schmp. 240°. Zu den Versuchen wurde die Hydrogensulfitverbindung mit verd. 
Salzsiure gespalten und Schwefeldioxyd durch Kochen entfernt. 


Zur Verwendung gelangten die Substrate meist in Form neutralisierter 
m/50—m/10-Stammlésungen. 


23 Bis auf den Harnsaurezusatz nach A. Janke, Arbeitsmethoden der Mikro- 
biologie, I, S. 120 (Dresden u. Leipzig, 1946). 

24 W. Franke u. W. Peris, Biochem. Z. 295, 61 [1937]. 

25 Nach Org. Syntheses, Collect. Vol. II, S.21 (New York, 1943). 

26 R. Behrend u. R. Schultz, Liebigs Ann. Chem. 365, 21, 36 [1909]. 

27 Die Analyse dieses und der folgenden Kaliumsalze erfolgte nach 24-stdg. 
Trocknen bei 110° und 18 mm Hg durch Uberfiihren in K,SO, nach W. D. Tread- 
well, Kurzes Lehrbuch der analytischen Chemie II, 8. 35 (Wien, 1949). 

8-H. Biltz u. R. Robl, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 1952 [1920]. 

2° H. Biltz u. R. Robl, Ber. dtsch. chem. Ges. 53, 1967 [1920]. 

30 R. Behrend u. A. Asche, Liebigs Ann. Chem. 416, 226 [1918]. 

31. §. Weinhouse u. B. Friedmann, J. biol. Chemistry 191, 707 [1951]. 

82 J. Thiele, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 1918 [1894]. 
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III. Allgemeine Versuchstechnik 


1. Inkubationsversuche: Fiir diese wurden in Anlehnung an Gérard® 
und Liebert® zwei sehr einfache Nahrlésungen gewahlt: 
a) 0,025°, Harnsaure (m/675) 6.4 
0,05% K,HPO, Pu”: 
b) 0,333 Harnsaure, im Aquivalent LiOH gelést (m/50) ) py 7,25 (mit n-HC1 
0,5% K,HPO, eingestellt). 


In a) war und blieb die Harnsiure wahrend der ganzen Versuchsdauer gelist, 
wihrend sie in b) anfangs gelést war, im Laufe der Inkubation aber zum Teil wieder 
ausfiel. Eine Reihe mit Wattestopfen verschlossener 300-m/-Erlenmeyerkolben 
wurde mit je 20 ml dieser Nahrlésungen beschickt, sterilisiert und mit zwei 
Platindsen einer frischen Bakterien,,vorkultur* beimpft. In jeder Versuchs- 
reihe liefen Kontrollansaitze mit, die zur Bestimmung der Autoxydation des Sub- 
strats (vollstindig, aber unbeimpft) und des ,,Leerwerts (beimpft, aber ohne 
Substratzusatz) dienten. Nach verschieden langer Bebriitungsdauer bei 30° 
wurden die Ansitze mit Nahrlésung a) direkt hochtourig (15000 T/Min.) zentri- 
fugiert und mit den klaren Lésungen die analytischen Bestimmungen durchgefiihrt. 
Bei Verwendung von Nahrlésung b) wurde ausgeschiedener Bodenkérper hei8 in 
(,5-proz. K,HPO,-Lésung gelést, insgesamt 10fach mit Wasser verdiinnt und 
dann erst zentrifugiert. 

2. Warburg-Versuche: Die Versuche liefen im allgemeinen bei 30° in 
Luft mit Kalilauge im Mitteleinsatz der GefiBe. Der meist verwendete ,,Normal- 
ansatz‘ hatte die Zusammensetzung: 

1 m/l 1-proz. Bakteriensuspension (Trockengew.), 2 mi Wasser, 1 ml m/5- 
Phosphatpuffer py 7,25, 1 ml m/50-Substratlosung. In Konzentrationsreihen 
variierte der Substratzusatz zwischen 1 m/l m/60 und 3 ml m/30, Gesamtkonz. 
zwischen m/300 und m/50 entsprechend. Harnsiure wurde vor jeder Versuchs- 
reihe hei® in Pufferlésung gelést und in dieser Form den Ansatzen zugesetzt. 
Die Substratzugabe erfolgte stets nach Temperaturausgleich (10 Min.) durch 
Zukippen. Neben den vollstandigen Ansitzen (,,Normalatmung* NA) liefen stets 
solehe ohne Substrat (,,Leeratmung’’ L) und meist auch Kontrollen fiir die 
Autoxydation der Substrate (A, ohne Bakterien) mit. Letztere spielte fast nie 
eine nennenswerte Rolle und konnte meist vernachlassigt werden (vgl. Abb. 1 
und Tab. 2). 

3. Thunberg-Versuche: Die Ansatze entsprachen denen der Warburg- 
Versuche. Die gefiillten Vakuumréhrchen wurden 3 Min. evakuiert und in den 
Thermostaten von 30° eingehangt (¢ = 0). Vorversuche, in denen die Evakuierungs- 
dauer < 2 Min. gewesen war, hatten schlecht reproduzierbare und widersprechende 
Ergebnisse geliefert**4, 


IV. Analytische Methoden 


1. Harnsaure: Die Bestimmung der Harnsaure erfolgte im wesentlichen 
nach der in friitheren Arbeiten?!»*? tiber die Schimmelpilz-Uricase beschriebenen 
Modifikation*** der Farbreaktion von Folin und Wu®*%>, Da kaufliche Praparate 
kristallisierter Phosphorwolframsaure stark variierende Resultate ergaben, wurde 
durchweg mit dem Merckschen Harnsiurereagens nach Folin und Denis ge- 
arbeitet. Die entstandene Blaufirbung wurde nach Erreichen einer konstanten 
Farbintensitat — bei gréBeren Harnsiuremengen nicht vor 2—3 Stdn. — bei 
620 mu im Leitz-Kompensationsphotometer gemessen und an Hand einer zuvor 
aufgenommenen Eichkurve ausgewertet. MeBbereich: 0,025—0,35 mg; Genauig- 
keit: + 5%. 

32a Vel. F. H. Johnson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 36, 387 [1937]. 

33° W. Franke u. L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]. 

33" M. B. Blauch.u. F. C. Koch, J. biol. Chemistry 180, 443 [1939]. 

3b QO. Folin u. H. Wu, J. biol. Chemistry 38, 101 [1919}. 

Q* 
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2. Allantoin, Allantoinsaure, Glyoxylsaure: Die friiher?’»** trotz 
gewisser Mangel fiir die Allantoinbestimmung verwendete Farbreaktion von 
Fosse und Bossuyt* (alkalische Aufspaltung von Allantoin, saure Aufspaltung 
von Allantoinsiure zu Harnstoff + Glyoxylsiure, Rotfarbung der letzteren mit 
Phenylhydrazin + Kaliumeisen(III)-cyanid in starker Salzsiure) wurde durch 
die auf dem gleichen ens beruhende, aber bis in Einzelheiten ausgearbeitete 
Variante von Christman, Foster und Esterer® ersetzt. Auch sie befriedigie 
nicht restlos, da im besonderen die alkalische Hydrolyse des Allantoins, die leicht 
unvollstandig bleibt, einen schwachen Punkt aller nach diesem Prinzip arbeitenden 
Verfahren darzustellen scheint**. 

Bei unseren Versuchen, in denen mit dem gleichzeitigen Auftreten von 
Allantoin, Allantoinsaure und Glyoxylséure zu rechnen war, war folgendes zu 
beriicksichtigen: Wird das Glyoxylsaiure-Aquivalent (in mg) der drei Verbindungen 
mit bzw. 2, y, z bezeichnet, dann gilt fiir den Farbwert (A) der alkalischen + sauren 
Hydrolyse: 

A=zx+y¥y, 
da etwa vorhandene freie Glyoxylsiure durch die Alkalibehandlung zerstért 
(disproportioniert) wird®’, Fiir den Farbwert der sauren Hydrolyse (S) gilt: 
S=y+42, : 
fiir den der nichtvorbehandelten (neutralen) Probe (NV): 


N =z. 
Daraus folgt weiter: y=S—N und «e=A—-S+N., 


Die 2- und y-Werte kénnen unter Beriicksichtigung der Mol.-Gew. in die 
entsprechenden Gewichtsmengen Allantoin bzw. Allantoinséure umgerechnet 
werden. : 

Die bei 530 mu gemessenen Extinktionen wurden wieder mittels einer Eich- 
kurve ausgewertet. MeBbereich: 0,01—0,17 mg Glyoxylsaure, 0,01—0,35 mg 
Allantoin bzw. Allantoinséure. Genauigkeit (bei Durchfiihrung von Doppel- 
bestimmungen mit zwei verschiedenen Pipettenproben dér gleichen Reaktions- 
lésung): + 10% fiir Allantoin, + 5% fiir Allantoinsiure und Glyoxylsaure. 

Es ist noch darauf hinzuweisen, daB die Farbreaktion nicht fiir Allantoin 
spezifisch ist, sondern auch von Uroxansadure und Oxyacetylendiurein- 
carbonsaure gegeben wird**.*%a, Jenseits dieser Oxydationsstufen liegende 
Verbindungen wie Oxon-, Paraban- und Oxalursiure liefern nach unseren Beob- 
achtungen keine Farbung. Wohl aber gilt dies fiir Harnsaiure — offenbar infolge 
deren Autoxydation in alkalischer Lésung —, wobei nach Literaturangaben '/,*° 
bis !/,%5 des Allantoinwerts (prog) erreicht werden soll. Wir fanden, daB bei 
Harnséuregegenwart '/, des Harnsaéuregewichts vom Allantoinwert in Abzug zu 
bringen ist. 

3. Harnstoff, Ammoniak: Die Bestimmung erfolgte in jedem Falle 
photometrisch bei 445 my nach der Methode des NefBlerisierens, bei Harnstoff 
nach vorheriger ureatischer Spaltung*®. Hierzu wurden 0,5—2,0 ml Reaktions- 


34 R. Fosse u. V. Bossuyt, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 188, 106 [1929]. 

3% A, A.Christman, P. W. Foster u. M. B. Esterer, J. biol. Chemistry 
155, 161 [1944]. 

36 Vgl. M. Florkin u. G. Duchateau-Bosson, Enzymologia [Den Haag] 
9, 5 [1940]. 

37 Dies ergab sich einwandfrei aus Versuchen mit Glyoxylsaure, die dem 
iiblichen Gang der Allantoinbestimmung unterworfen wurde. 

38 W. Schuler u. W. Reindel, diese Z. 208, 248 [1932]. 

38a Wir fanden, daB bei aquimolekularen Mengen von Uroxansaure und 
Allantoin die Intensitéten der Farbreaktion im Verhaltnis 6:10 standen. 

39 KE. G. Young u. C.F. Conway, J. biol. Chemistry 142, 839 [1942]. 

40 F. Fretwurst u. K.Maennchen, Photometrische Methoden in der 
medizinischen Chemie, 8.41 (Wetzlar 1953). 
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losung mit 4—5 ml Wasser verdiinnt und mit 10 mg Urease (hochgereinigt, Bayer- 
Leverkusen) 25 Min. im Wasserbad von 55° inkubiert. AnschlieBend wird mit 
Wasser und 0,5 ml NeBler-Reagens (Merck) auf 25 ml aufgefiillt. Ein Parallel- 
ansatz wird direkt neBlerisiert. Die Auswertung erfolgt an Hand einer Eichkurve 
in mg Stickstoff, wobei die erste Bestimmung den Gesamtstickstoff (XN), die 
zweite den NH,-Stickstoff und die Differenz den Harnstoff-Stickstoff ergibt. 
MeBbereich 0,02—0,20 mg N; Genauigkeit + 5°. 

Wahrend die Gegenwart von Harnsaéure ebenso wie die von Allantoin-, 
Uroxan-, Oxon-, Paraban- ynd Oxalurséure die Reaktion nicht stéren, gibt 
Allantoin mit NeBlers Reagens unter unseren Versuchsbedingungen nach etwa 
10 Min. eine gelbe Quecksilberfallung. Die Farbreaktion 14Bt sich trotzdem durch- 
fiihren, wenn man die Pipettenproben so wahlt, daB sie nicht mehr als 0,4 mg 
Allantoin enthalten, vor Zugabe des Reagens gut unter flieBendem Wasser ab- 
kiihlt und innerhalb der ersten 5 Min. nach Reagenszugabe photometriert. 

4. Oxalsaiure: Zu ihrer Bestimmung‘! wurde ein Warburg-Ansatz nach 
dem Zentrifugieren mit Essigsiure auf py 5 gebracht, mit einigen Tropfen 
m-CaCl,-Lésg. versetzt und nach 1-stdg. Erwirmen auf dem Wasserbad 12 Stdn. 
stehen gelassen. Der abfiltrierte Niederschlag aus Calciumoxalat und Calcium- 
phosphat (aus dem Puffer) wurde in 2-n.H,SO, gelést und die verdiinnte Lésung 
bei 80° mit /100-KMn0O, titriert. MeBbereich 0,3—3,0 mg; Genauigkeit + 10%. 

5. Stickstoffgehalt der Bakterien: In einigen Versuchen, in denen 
das AusmaB8 der Stickstoff-Assimilation unter den Bedingungen unserer Schiittel- 
versuche festgestellt werden sollte, wurde der N-Gehalt der Bakterien bei Versuchs- 
beginn und bei Versuchsende bestimmt. Hierzu wurden die Bakterien aus jeweils 
vier Ansatzen hochtourig abzentrifugiert, mehrmals mit je 20 ml Wasser ge- 
waschen und nach erneutem Zentrifugieren schlieBlich in 10 ml Wasser suspendiert., 
wovon je die Halfte zu einer Trockengewichtsbestimmung und zu einer Mikro- 
K jeldahl- Bestimmung verwendet wurde. Fiir letztere wurde die Schnellstickstoff- 
bestimmungsmethode mit Selenreaktionsgemisch nach Wieninger* auf Mikro- 
maBstab (0,2—5 mg N) umgestellt. Der UberschuB der vorgelegten n/100-H,SO, 
wurde mit Bromkresolpurpur als Indikator zuriicktitriert. 1 ml n/100-Saure 
entspricht 0,14 mg N. 


V. Darstellungsweise der Versuchsergebnisse 
Manometrisch gemessene Sauerstoff-Aufnahmen werden im folgenden durch- 
weg in wl angegeben, wobei als Anhaltspunkt diene, daB der Substratmenge des 
Normalansatzes (1/55 mMol) ein Sauerstoff-Aquivalent von 224 ul (3/199 mMol) 


/ 


entspricht. Abnahme von Substraten und Zunahme von Reaktionsprodukten 
wird — mit Ausnahme der beiden letzten Tab. — durchweg in Prozenten aus- 
gedriickt, wobei zu beriicksichtigen ist, daB aus 1 Mol. Harnsiure je 1 Mol. Allan- 
toin, Allantoinséure, Glyoxylséure oder Oxalsiure, 2 Moll. Harnstoff oder 4 Moll. 
Ammoniak entstehen kénnen. 


Versuchsergebnisse 
I. Vorversuche mit verschiedenen Bakterien 


Wir begannen unsere Untersuchungen damit, daB wir mit einigen 
im Laboratorium vorhandenen Bakterienarten fiinf verschiedene syn- 
thetische Nahrlésungen (mit Glucose oder Glycerin als Kohlenstoff- 
Quelle) beimpften, in denen die urspriinglich angegebene Stickstoff- 
Quelle durch 0,05% Harnsiure ersetzt war*®. Von den gepriiften 


41 Vgl. K.H. Bauer, Die organ. Analyse, S. 291 (Leipzig, 1950). 

42 F.M. Wieninger, Wschr. Brauerei 53, 251 [1936]. 

43 Es handelte sich um die Nahrlésungen nach 1. MaaBen, 2. Sullivan, 
3. Uschinsky, 4. Ayers, Rupp u. Johnson sowie 5. um einen ,,Mineralnahr- 
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Stammen gingen Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris und Bac. 
mesenter.cus auf diesen Nahrbéden nicht an, wahrend Mycobact. phlei, 
Aerobacter aerogenes, Alkaligenes faecalis und Pseudomonas aeruginosa 
maBiges bis gutes Wachstum zeigten. Von den angegangenen Arten 
wurden dann in tiblicher Weise (S. 18) etwas gréBere Mengen geziichtet 
und die Sauerstoff-Aufnahme der erhaltenen Suspensionen ohne und 
mit Harnsdurezusatz im Warburg-Versuch (Ncrmalansatz S. 1%) 
gemessen. Dabei ergab sich, daB in Harnsiuregegenwart die Atmung 
von Aerob. aerogenes kaum, die von Alkaligenes faecalis und Mycobac’. 






































| 0 Abb. 1. Einflu8 des Nahrbodens auf die Wirk- 
~ samkeit von Bakteriensuspensionen (Ps. aerug’- 
ea 2 nosa) gegeniiber Harnsaure als Substrat. 
I, Ia: Harnsaurehaltiger synthet. Nahrboden. 
I II, IIa: Caseinhydrolysat-Nahrboden (Stan- 
A dard I- Merck). 
la yc 7 I, II: O,-Aufnahme mit Harnsaure. 
ZT_ Ia, IIa: O,-Aufnahme ohne Harnsaure (Leer- 
Ale | atmung). 
III: Harnsaéure-Autoxydation. 
= ~. a Normalansatze; Stamm I. 
120 180 





Min —»_ 


phlei maBig und die von Ps, aeruginosa stark erh6ht war. Abb. 1 zeigt 
fiir letzteren Organismus die Atmungssteigerung bei auf harnsiure- 
haltigem Nahrboden (8.18) geziichtetem (Kurven I, Ia) und bei auf 
Standard I-Naéhrboden-Merck gewachsenem Zellmaterial (Kurven IJ, 
Ila) und belegt damit zugleich die adaptive Natur des uricolytischen 
Enzymsystems. 


Il. Inkubationsversuche mit Ps. aeruginosa 


Zur Nachpriifung der von Liebert® fiir verschiedene Pseudomonas- 
Arten gemachten rein qualitativen Angaben fiihrten wir einige Versuche 
mit in einfachsten harnsaéurehaltigen Nahrldsungen (S. 19) wachsenden 
Bakterien durch, wozu sich Ps. aeruginosa infolge ihrer Anspruchs- 
losigkeit besonders gut eignete. Die Abnahme der Harnsiiure sowie die 
Zunahme der Reaktionsprodukte sollte dabei zeitlich verfolgt werden. 
Da wir mit Mikromethoden arbeiteten, wurde die Harnséurekonzen- 
tration gegentiber den (nicht ganz klaren) Angaben Lieberts auf }/, 
bis 1/, reduziert, wodurch gleichzeitig gewahrleistet war, daB das Substrat 
wahrend des ganzen Versuchs echt gelést und nicht zum Teil als Boden- 
kérper vorlag. Zu unserer Uberraschung gelang es uns in den Ansiitzen 


boden fiir den Nachweis der Nitratreduktion‘*, samtliche nach 2*. Nahrboden 5 ist 
der 8. 18 angegebene. 
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mit der Harnsiurekonzentration 0,025% (m/675) zu keinem Zeitpunkte, 
Allantoin als Reaktionsprodukt nachzuweisen, sondern nur Harnstoff 
und Ammoniak. In Abb. 2 sind Harnsiure-Abnahme und Zunahme von 
Harnstoff und Ammoniak zu verschiedenen Zeiten in % ausgedriickt. 
Bemerkenswert erscheint das friihe Optimum der Harnstoff-Bildung 
(schon nach 12 Stdn.) — entsprechend dem weiteren Abbau zu Am- 
moniak, Auch das letztere sinkt nach Erreichung des nahezu theore- 




































































100 
100 ee t 
% } Sy % a 
80 ' = 80 
| Y 
601+ - 
i f | £- 
40 ! 40 VA ot 
4 / A 
\ WR. °/ WA 
fH) “yy Q 
20 | ‘ 20 "a vy - 
\ / P ae 
a I + : — —= 
ba a i "2 . 5 2.7 @ 
12 24 36 48 
a Tage —=— 
Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Prozentische Harnsaéure-Abnahme (I), Allantoin- (II), Harnstoff- (III) 
und Ammoniak-Bildung (IV) in beimpfter phosphathaltiger Harnséurelésung 
(0,025%, py 6,4). 

Abb. 3. Prozentische Harnsiure-Abnahme (I), Allantoin- (II), Harnstoff- (ITI) 
und Ammoniak-Bildung (IV) in beimpfter phosphathaltiger Harnsaurelésung 
(0,333%, py 7,25). 


tischen Werts (nach 24 Stdn.) wieder merklich ab, zweifellos infolge 
nachtraglicher Assimilation (vgl. 8. 34). 

Der MiBerfolg im Allantoinnachweis veranlaBte eine weitere Ver- 
suchsreihe, die hinsichtlich der Harnsiurekonzentration ungefahr den 
Versuchsbedingungen Lie berts entsprach (0,333% = m/50); die anfangs 
geléste Harnsiure fiel allerdings im Laufe des Versuchs z. T. wieder aus. 
Ihr Abbau vollzog sich wesentlich langsamer als in der vorausgegangenen 
Versuchsreihe; erst nach 8 Tagen war sie vollstandig verschwunden. In 
diesem Versuch lie8 sich Allantoin als Zwischenprodukt nun einwand- 
frei nachweisen; in den ersten 4 Tagen entsprach seine Bildung fast 
quantitativ der Harnsiure-Abnahme, anschlieBend sank die Allantoin- 
menge bis zum 8. Tage langsam wieder auf Null ab. Harnstoff-Bildung 
wurde erst am 5., Ammoniak-Bildung erst am 6. Tage nachweisbar, um 
dann weiter zuzunehmen. Abb. 3 faBt das Resultat dieser Versuche in 
gleicher Darstellung wie Abb. 2 zusammen. 
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Man gewinnt den Eindruck, dai hohe Harnsaiurekonzentrationen 
den weiteren Abbau des Allantoins hemmen. Analoge Falle sind bekannt : 
so fand van Pilsum“™ unlangst eine Hemmung der Uricase durch 
héhere Xanthinkonzentrationen, was zu einer Anhéufung von Harnsiure 
durch Rattenleber-Homogenate fiihrte. 


III. Kurzdauernde Versuche mit Warburg- und 
Thunberg-Methodik 


Versuche dieser Art scheinen im Bereich des bakteriellen Purin- 
abbaus bisher nur von Krebs und Eggleston!® an einem offenbar 
ureasefreien Corynebakterium ausgefiihrt worden zu sein. Die vor- 
stehend beschriebenen Versuche mit wachsenden Bakterien hatten 
bereits erkennen lassen, daB der Abbau bei unserem Bakterium iiber 
die Stufe des Harnstoffs hinausgeht. Kurzdauernde Versuche mit ge- 
waschenen Bakteriensuspensionen — die sonst iibliche Bezeich- 
nung ,,ruhende“ Bakterien® ist hier bei aeroben Bedingungen und der 
Gegenwart einer assimilierbaren Stickstoffverbindung nicht gerecht. 
fertigt (vgl. S. 33/34) — schienen auch in unserem Falle geeignet, Tei!- 
vorgange der komplizierten Abbaufolge zu klaren. 


1. py-EinfluB 


Zunachst wurde gepriift, ob die Bedingungen des Harnsiure- 
Abbaus in der Nahe des Neutralpunkts fiir unser Bakterium tatsichlich 
optimal sind, was nach rein qualitativen Angaben Lieberts® fiir 
Pseudomonas-Arten anzunehmen war. Wir beschrankten uns bei diesen 
Versuchen, um Effekte der Pufferspezifitait auszuschalten, auf das 
Gebiet der Phosphatpufferung (py 6,2—8,0). Fiir drei py-Werte 
(6,2, 7,2 und 8,0) wurden Sauerstoff-Aufnahme und Harnsaure. Abnahme 
in Normalansatzen (8.19) fiir drei verschiedene Zeiten bestimmt 
(Tab. 1). 


Tab. 1. py-EinfluB auf Sauerstoff-Aufnahme und proz. Harnsiure-Abnahme in 
Normalansatzen mit Ps. aeruginosa. 














Zeit Sauerstoff-Aufnahme (il) Harnsaéure-Abnahme (°%) 
(Min.) PH 6,2 | PH dse | Pu 8,0 Pu 6,2 Pu By | PH 8,0 
60 130 (120) 144 (130) 280 (105) 8 12 15 
120 245 (200) 275 (210) 455 (160) 45 50 54 
180 440 (255) 565 (300) 610 (225) 77 100 100 


(In Klammern: Leeratmung) 








44J.F. van Pilsum, J. biol. Chemistry 204, 613 [1953]. 

4% J.H. Quastel u. M.D.Whetham, Biochem. J. 19, 520, 645 [1925]; 
J.H. Quastel in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der Fermente, 
S, 1155 (Leipzig, 1929). 
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Man erkennt die optimale Wirkung bei py 8,0. AuBerdem zeigt der 
Vergleich der Daten fiir py 7,2 und 8,0, daB die Sauerstoff-Aufnahme 
namentlich bei kiirzeren Versuchszeiten nur sehr bedingt als MaB des 
Harnséure-Abbaus heranzuziehen ist. Da der letztere bei py 7,2 und 8,0 
nur unbedeutende Unterschiede aufweist, wurden die folgenden Versuche 
fast ausnahmslos bei py 7,25 unter Ausniitzung der dort gegebenen 
besseren Pufferungskapazitaét ausgefiihrt. 


2. Analytische Verfolgung des Harnsaure-Abbaus bei den 
Konzentrationen m/250 und m/50; Konzentrationsreihe 
zwischen m/300 und m/50 


Diese Versuche sollten die Beziehung zu den friiheren Inkubations- 
versuchen mit wachsenden Bakterien herstellen. Sie verliefen im Prinzip 
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Abb. 4. Prozentische Harnsaéure-Abnahme (I), Allantoin- (II), Harnstoff- (11) 
und Ammoniak- Bildung (IV) in m/250- (a) und m/50-Harnsaurelésung (b) durch 
gewaschene 0,2-proz. Bakteriensuspensionen. a Stamm II, b Stamm III. Normal- 
ansatze (S. 19) bzw. analoge mit 5fach héherer Substratkonzentration (py 7,25). 


gleichartig wie diese, belegen aber die Uberlegenheit der Warburg- 
Methodik insofern, als der dort in 1—8 Tagen erreichte Zustand hier 
schon in 3—4 Stdn. eingetreten war. Die Versuche wurden in der Weise 
ausgefiihrt, daB von einer Reihe paralleler Normalansatze (bzw. solcher 
mit 5fach héherer Substratkonzentration) nach Messung der Sauerstoff- 
Aufnahme von Zeit zu Zeit jeweils einer dem Thermostaten entnommen 
und nach den frither gegebenen Methoden (S. 19/20) auf noch vorhandene 
Harnsiure und gebildete Reaktionsprodukte (Allantoin, Harnstoff, 
Ammoniak) analysiert wurde. Doppelabb. 4 bringt die analytischen 
Resultate in der in Abb. 2 und 3 bereits benutzten Darstellungsweise, 
Tab. 2 die zugehérigen Sauerstoff-Aufnahmen mit und ohne Substrat 
(NA bzw. L) sowie dessen Autoxydation (A). 
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Tab. 2, Sauerstoff-Aufnahme in Ansatzen mit m/250- und m/50-Harnsaure; 
Pu 7,25; Stamm IT bzw. ITI. 




















Zeit m /250-Harnsaure m /50-Harnsaure 
M 4 L ra L 
(Min.) A NA A NA 
30 75 10 78 125 15 155 
60 130 20 153 220 25 360 
90 170 29 224 300 35 655 
120 210 32 285 375 45 1055 
180 308 39 575 485 60 1980 
240 — — — 575 75 2860 








_ Einem Atom Sauerstoff pro Harnsiuremolekiil entsprechen im ersten 
Versuch 224 ul, im zweiten 1120 ul. 


Wie bei den Inkubationsversuchen ist Allantoin als Zwischen- 
produkt wiederum nur bei hoher Harnsiure-Ausgangskonzentration 
nachzuweisen. Im gleichen Versuch durchlauft nicht’ nur die Allantoin- 
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sondern auch die Harnstoff-Bildung ein ausgesprochenes Maximum, 
worin wohl zum Ausdruck kommt, da der Schiittelversuch mit seiner 
héheren Bakterienkonzentration nach 4 Stdn. sogar weiter fortge- 
schritten ist als der Ansatz mit wachsenden Bakterien nach 8 Tagen. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Ansatze mit variierter 
Harnsaurekonzentration (m/300—m/50) nach jeweils 2 stdg. Schiittel- 
dauer auf ihre Zusammensetzung hin analysiert. Abb. 5 zeigt einmal 
das Absinken des prozentischen Harnsiureumsatzes bei steigenden 
Substratkonzentrationen. (Dagegen steigen die absoluten Harnsaure- 
umsitze in gleicher Richtung an und betragen bei den untersuchten 
Substratkonzentrationen resp. 2.8, 3.3, 4.2, 5.4, 5.9, 6.2 und 7.8 mg pro 
Ansatz.) Weiter wird ersichtlich, wie Harnstoff und Ammoniak, die bei 
niedrigen Harnsdurekonzentrationen als Hauptabbauprodukte auf- 
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treten, bei héherer Substratkonzentration zunehmend durch Allantoin 
ersetzt werden. 


3. Manometrische Untersuchung mutmaBlicher 
Zwischenprodukte als Substrat 

Durch die vorausgehenden Versuche war die intermediare Bildung 
von Allantoin (III) beim Harnsiure(I)-Abbau zum mindesten sehr 
wahrscheinlich gemacht worden. Immerhin war bei der Unspezifitat der 
verwendeten Nachweisreaktion (S. 20) auch an Uroxansaure (IV) 
zu denken, die ja ebenso wie Allantoin auch rein chemisch aus der Vor- 
stufe der Oxyacetylendiurein-carbonsadure (II) gebildet werden 
kann ‘6: 


H,N 
| 
HN—CO COH  _co: +06 OC NH, 
| | - | | 1O 
oC C—NH, = HN—C—NH, HN CH—NH” 
| ll CO — Ce | SCO Ill 
HN—C—NH” +> \HN—C—NH” 
I Ss 
’ OH io 
II ™“CO,H 
| 
H,N—CO—NH—C—NH—CO—NH, 
| 
CO,H 
IV 


In Warburg-Normalansatzen mit m/250-Allantoin bzw. -Uroxan- 
siure als Substrat bewirkte nun nur das erstere eine betrichtliche Stei- 
gerung des Sauerstoff-Verbrauchs der Bakterien (Abb. 6 und Tab. 3), 
was gegen Uroxansaure als Zwischenprodukt des oxydativen Harnsaure- 
abbaus sprach. Die Sauerstoff-Aufnahme durch Allantoin erfolgte sogar 
rascher als diejenige durch Harnsaure und ohne deren (bei diesem Stamm, 
S. 17/18) autokatalytischen Verlauf, so daB der negative Ausfall der Allan- 





| 600 












Abb. 6. Steigerung der Bakterienatmung (L) 400 














durch jeweils m/250-Harnsiure (I), Allan- Ia 
toin (II), Allantoinséiure (III) und Glvoxyl- f 
: 2004 fo 
saure (LV) bei py 7,25. Ye 2 
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46 Zum Chemismus der Uricolyse vgl. W. Franke, Z. Vitamin-, Hormon- 
u. Fermentforsch. [Wien] 5, 279 [1953]. 
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toinreaktion bei dieser Harnsiurekonzentration in friiheren Versuchen 
(Abb. 4 und 5). verstandlich erscheint. 

Eine weitere Frage war die nach dem ferneren Abbauweg des 
Allantoins. 


Hier war in erster Linie an die fiir Kaltbliiter und Pflanzen belegte hydro- 
lytische Abbaufolge®® *-4 jiber Allantoinsaure (V) zu Harnstoff + Gly- 
oxylsaure (VI) (und evtl. weiter zu Oxalsaure*® (VII)) zu denken. DaB sie 
nicht der einzig mégliche Reaktionsweg ist, zeigt der in der Einleitung erwahnte 
Fall des (anaerob wirkungslosen) Corynebakteriums von Krebs und Eggleston’’. 
Ein (zwar bisher offenbar auch chemisch noch nicht ganz sicher nachgewiesener) 
oxydativer Abbau zu Parabansaure (VIII) erscheint immerhin denkbar®°, 
ebenso eine oxydative Aufspaltung von Allantoinsaiure zu Harnstoff + Oxalur- 
saure (IX)5! (Hydrolyse von Paraban- iiber Oxalursaiure zu Oxalsiure + Harn- 
stoff ist fiir Schimmelpilze bekannt5?). SchlieBlich kam noch Oxonsaure 
(Allantoxansaure) (X)** in Betracht, die unlangst?! ebenfalls bei einem 
Schimmelpilz (Alternaria) als Produkt des oxydativen Allantoinabbaus wahr- 
scheinlich gemacht worden war. 


HN III H,N V NH, VI 
| | 
CC CO—NH +H,o OC CO,H CO +n, CO,H ? 
i | wo a + | * +2CO(NH,), 
HN—CH—NH% HN—CH—NH CHO 
+ O L. +0 
2% “it 
am VIII | Ix , VU 
*.--—» OC—_NH tno CRM, . 5s OF 
| y ee >Ct =| 
; OC—NH OC—NH CO,H 
o ( + + ( + 
CO(NH,)> CO(NH,),) CO(NH.,). 
xX 4 
nae 3HO 
N )CO CO, —NH, 


HO,C-C. NH 
4 
NH, 


47M. Florkin u. G. Duchateau, Arch. int. Physiol. 58, 267 [1943]. 
8 Weitere Literatur siehe ?'>*%, 

49. §. J. v. Przytecki, Arch. int. Physiol. 24, 238 [1925]. 

50 Die beim Erhitzen von Allantoin mit starker Lauge eintretende Oxal- 
siurebildung erfolgt wahrscheinlich aus Parabansaure, die ihrerseits aus Allantur- 
siure dismutativ entstanden ist (A. Baeyer, Liebigs Ann. Chem. 180, 129 [1864]; 
A. Claus, Ber. dtsch. chem. Ges. 7, 226 [1874]; A. A. Christman, J. biol. 
Chemistry 70, 173 [1926]. Dagegen geht die Oxydation der Harnsare mit Salpeter- 
siure zu Parabansaure héchstwahrscheinlich iiber Alloxan-Alloxansaure (H. Biltz, 
M. Heyn u. M. Bergius, Liebigs Ann. Chem. 413, 68 [1917]; vgl. ferner *°). 

51 An die letztere Méglichkeit ist beidem Bakterium von Krebs u. Eggleston 
zu denken, da dieses auch Allantoinsiure oxydativ abbaut. 

52 A. Brunel, Bull. Soc. Chim. biol. 21, 388 [1939]. 

53 Im Schema ist bereits die neue aus Abbauversuchen an !4C-haltiger Harn - 
siure erschlossene Oxonsdureformel H. Brandenbergers (Helv. chim. Acta 387, 
641 [1954]) verwendet. Friihere Formel: HO,C OC—NH, 
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Im vorstehendem Ubersichtsschema sind die als Enzymreaktionen 
bereits bekannten Umsetzungen durch ausgezogene, die einstweilen 
hypothetischen durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet. 

Im Warburg-Versuch steigerten in Normalansitzen auBer Allan- 
toin nur Allantoinséure und Glyoxylsaure die Bakterienatmung 
betrachtlich, nicht dagegen Paraban-, Oxalur-, Oxon- und Oxalsiure. 
Abb. 6 belegt das Verhalten der aktiven, Tab. 3 das der inaktiven Ver- 
bindungen. Die Befunde deuten darauf hin, daB der Abbau des Allan- 
toins in unserem Bakterium dem ,,klassischen“‘ hydrolytischen Reak- 
tionsweg bis zur Glyoxylsiure folgen kénnte. 


Tab. 3. Sauerstoff-Aufnahmen verschiedener méglicher Intermediirprodukte des 
Harnsaureabbaus in Normalansatzen; pl O5. 


























Zeit I Uroxan- Paraban- Oxalur- Oxon- Oxal- 
(Min.) ‘ sdure saure saure sdure sdure 
30 65 80 70 80 82 62 
60 124 145 132 142 150 125 
90 170 200 190 191 197 169 
120 216 246 230 234 240 206 
150 255 280 265 270 270 240 
180 285 305 295 306 293 272 


Die manometrischen Versuche mit Paraban-, Oxalur- und Oxonséure wurden 
noch erganzt durch anaerobe und aerobe Versuchsreihen mit Harnstoff- und 
NH,-Bestimmung. In keinem Falle war nach 3 stdg. Versuchsdauer ein merk- 
licher Abbau feststellbar. 


Natiirlich besagen die Versuche der Abb. 6 noch nicht, daB Allan- 
toinsaure und Glyoxylsiure bei Harnséure- bzw. Allantoinséure tat- 
sichlich als Zwischenprodukte auftreten. Die nachste Aufgabe war es 
daher, Bedingungen zu finden, unter denen sie nachweisbar werden. 


4. Analytische Verfolgung des Allantoin- und Allantoin- 
siureabbaus im Konzentrationsbereich zwischen m/300 und 
m/50. Aerober und anaerober Abbau bei m/250 


Auch hier bewahrte sich wieder das Verfahren der Substratkonzen- 
trations-Steigerung. In aeroben Schiittelversuchen, die denen der Abb. 5 
mit Harnsiure vollkommen entsprachen, gelang es, bei héherer Allan- 
toinkonzentration (>m/100) einwandfrei Allantoinsaure, bei héherer 
Allantoinsiure-Konzentration (>m/200) Glyoxylsaure als Zwischen- 
produkt nachzuweisen. In der Doppeltabelle 4 werden in der Darstel- 
lungsweise der Abb. 5 prozentische Substratabnahme und Bildung von 
Reaktionsprodukten in Abhangigkeit von der Substratkonzentration 
nach 2stdg. Versuchsdauer angefiihrt. 

Auffallend mag an diesen Versuchen erscheinen, da8 in den meisten 
Fallen kein Harnstoff gefunden wurde. Doch scheint nach den fol- 
genden Versuchen das Optimum der Harnstoff- Bildung bei diesen Sub- 
straten sehr friihzeitig erreicht zu werden. 
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Tab. 4. Prozentische Substratabnahme und Bildung von Reaktionsprodukten 
im 2-stdg. Warburg-Versuch bei variierter Substratkonzentration. 





Substratkonzentration 
m 300 | m 250 | m 200] m 150] m/100| m/75 | m [56 





Substrat: Allantoin 





° Substratabnahme. . .. .| 71 64 68 64 74 71 61 
°,, Allantoinsaéure-Bildung . . 0 0 0 0 0 7 1: 
°,, Glyoxylsiure-Bildung. . .| 0 0 0 0 0 0 0 
°,, Harnstoff-Bildung . .. . 0 0 0 0 0 0 0 
°; Ammoniak-Bildung. . . .{ 638 55 65 54 73 63 36 
Substrat: Allantoinsadure 
°) Substratabnahme. ... . 34 30 25 14 14 14 
°., Glyoxylsiure-Bildung. . . 0 0 1 10 13 16 
°’, Harnstoff- Bildung 17 17 0 0 0 0 
°, Ammoniak-Bildung . 17 8 17 10 10 12 


Wenn fiir den Allantoinabbau der in der obersten Reihe des Schemas 
S. 28 skizzierte hydrolytische Reaktionsweg bis zur Glyoxylsiure 
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galt, dann muBte die Geschwindigkeit der Abnahme von Allantoin bzw. 
Allantoinsiure unter anaeroben Bedingungen wenigstens die aerobe 
Umsatzgeschwindigkeit erreichen. Dies wurde in vergleichenden War- 
burg- und Thunberg-Versuchen mit analytischer Aufarbeitung der 
Ansatze nach 60 und 120 Min. gepriift. Abb. 7 zeigt fiir Allantoin, Abb. 8 
fiir Allantoinséure, daB die obige Bedingung in der Tat erfiillt ist: der 
anaerobe Substratschwund erfolgt sogar rascher als der aerobe. In beiden 
Fallen ist Allantoin hinsichtlich Umsatzgeschwindigkeit iiberlegen, was 
die Schwierigkeit, Allantoinsiure (und Glyoxylsiure) beim aeroben 
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Allantoinabbau zu fassen, erklart. Der Hauptunterschied zwischen aero- 
bem und anaerobem Abbau besteht darin, daB im letzteren Falle Gly- 
oxylsdure zu einem sich kontinuierlich anreichernden Endprodukt 
wird. 

Zur Sicherheit wurde auch noch ein analog aufgebauter anaerober Versuch 


mit Harnsaure durchgefiihrt. Auch nach 5—6 Stdn. war in diesem Falle kein 
merklicher Substratschwund feststellbar. 


5. Die Bildung von Oxalsiaure 


Es blieb noch die Natur des aus Glyoxylsiure entstehenden End- 
produkts zu kliren. Am naheliegendsten war die Bildung von Oxal- 
siure, deren Nachweis leicht sein muBte, da sie nach Tab. 3 von Ps. 
aeruginosa (wie von fast allen anderen Bakterien®™) nicht angegriffen 
wird, Neuere Befunde an héheren Pflanzen sprechen aber dafiir, dal 
deren Oxydationsfermente einen bevorzugten Abbau der Glyoxylsiure 
zu Ameisensdure + Kohlendioxyd bewirken, offenbar auf Grund einer 
Holleman-Reaktion intermediar gebildeten Hydroperoxyds®-**, Da 
Ps, aeruginosa (wie viele andere Bakterien*™4) aber Ameisensiure leicht 
oxydiert — nach einem orientierenden Versuch mit unserem Haupt- 
stamm (II) lag die Oxydationsgeschwindigkeit zwischen derjenigen von 
Allantoinséure und Glyoxylsiure (Abb. 6) — , war in diesem Falle nur 
Kohlendioxyd als Endprodukt des Glyoxylsiureabbaus zu erwarten. 

Der neuerdings sowohl mit tierischem®®®° und pflanzlichem®! Enzym- 
material als auch nichtenzvmatisch®®® als leicht realisierbar nachgewiesene 
Ubergang von Glyoxylséure in Glykokoll konnte hier wohl auBer Betracht 
bleiben, da diese Aminosaure von unserem Bakterium sehr rasch — ahnlich wie 
Allantoin (Abb. 6) — oxydativ abgebaut wird. 

Zur Entscheidung tiber die Frage des Reaktionsprodukts wurde 
zunichst in Warburg-Ansiatzen mit m/250-Glyoxylsiure nach 
2-stdg. Versuchsdauer nach friiheren Angaben (S. 21) eine Calcium- 
salzfallung vorgenommen und im Niederschlag die Oxalsiure titrime- 
trisch bestimmt. Deren Anwesenheit lie sich einwandfrei feststellen 
in einer Menge, die der gleichzeitig bestimmten Abnahme der Glyoxyl- 
siure durchaus entsprach (Tab. 5). Hierauf wurden auch in Ansitzen 
mit m/250-Allantoinséure, Allantoin und Harnsaure Oxalsiure- 


54 Vgl. M. Stephenson, Bacterial Metabolism, S. 184 (London-New York- 
Toronto, 1949). 

55 N. E. Tolbert, C. 0. Clagett u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 181, 
905 [1949]. 

56 R. H. Kenten u. P. J.G. Mann, Biochem. J. 52, 130 [1952]. 

57 T. Zelitch u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 707 [1953]. 

58 §. Izawa u. A. Tsukamoto, J. Biochemistry [Tokyo] 41, 187 [1954]. 

59 §. R. Mardaschew u. L.A. Semina, Doklady Akad. Nauk SSSR 74, 
537 [1950]. 

60 H. I. Nakada u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 204, 831 [1953]. 

61 N. E. Tolbert u. M.S. Cohan, J. biol. Chemistry 204, 649 [1953]. 

6& D. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 
644 [1954]. 
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bestimmungen vorgenommen, und zwar nach 5-stdg. Versuchsdauer, 
um einen méglichst vollstaéndigen Verbrauch der Substrate zu erreichen. 
Blindwertbestimmungen der Oxalsaure an vollstandigen Ansatzen zur 
Zeit ¢ = 0 liefen mit, ferner ein vollstandiger Ansatz mit m/250-Oxa!- 
sdure, in dem der Oxalséureschwund nach 5 Stdn. aber nur 5% — also 
innerhalb der Fehlergrenze liegend — war. In Tab. 5 sind auBer der 
prozentischen Substratabnahme und Oxalsiure- Bildung auch die Sauer- 
stoff-Aufnahmen mit (NA) und ohne Substrat (L) und die aus der Diffe- 
renz unter Annahme quantitativer Oxalsiure-Bildung berechnete pro- 
zentische Sauerstoff-Aufnahme angegeben. 


Tab. 5. Sauerstoff-Aufnahme und Oxalsaure-Bildung in Normalansatzen (NA) mit 
m/250-Glyoxylsiure, Allantoinséure, Allantoin und Harnsaure. 








O,-Aufnahmen | Glyoxylsiure | Allantoin- Allantoin Harnsaure 
bzw. proz. Um- i sdure 
sitze nach 2 Stdn. 5 Stdn. 5 Stdn. 5 Stdn. 
NA (ul O,) 292 600 590 725 
L (ul O,) 202 335 335 335 
NA—L (ul O,) 90 265 255 390 
vA, OS 40 120 110 87 
°%, Substrat- 
abnahme 36 90 100 100 
°°, Oxalsaure- - 
Bildung 33 (0) 75 (6) 90 (6) 99 (2) 














(in Klammern: Blindwerte zu Versuchsbeginn) 


Wie ersichtlich, entsteht Oxalsiure als N-freies Hauptprodukt so- 
wohl beim Abbau der Harnsiure wie auch von Allantoin und Allantoin- 
siure, was zusammen mit dem Verhalten der Glyoxylsiure die am Kopf 
des Schemas S§. 28 skizzierte Abbaufolge endgiiltig beweist. 

Auch die um die Leeratmung korrigierten Sauerstoff-Aufnahmen stimmen in 
erster Annaherung zu den Werten der Substratabnahme und der Oxalsiure-Bildung, 
wobei zu beriicksichtigen ist, daB bei den erheblichen Unterschieden im Reaktions- 
kurventyp der einzelnen Substrate (Abb. 6) sowie bei der Anfechtbarkeit einer 
bloBen Subtraktion der Zelleigenatmung (vgl. z. B.**) kaum eine bessere Uber- 
einstimmung zu erwarten war. Von einer weiteren (zu hohe Sauerstoff-Werte 
bedingenden) Fehlerquelle bei N-haltigen Substraten wird im nachsten Abschnitt 
noch die Rede sein. 


g. Die Spaltung des Harnstoffs. Assimilation und Atmung 


In der Mehrzahl der friiheren Inkubations- und Schiittelversuche 
(vgl. Abb. 2, 4, 7 und 8) hatte die Harnstoff- Bildung ein zeitliches Maxi- 
mum durchlaufen. Das im Gegensatz hierzu kontinuierliche Ansteigen 
der Ammoniak-Bildung machte es sehr wahrscheinlich, daB der inter- 
mediar gebildete Harnstoff einer ureatischen Spaltung unterlag. Den 
Beweis hierfir bringt der folgende unter anaeroben Bedingungen durch- 
gefiihrte Versuch mit m/125-Harnstoff® als Substrat, in dem Harnstoff- 


68 Hier und im folgenden wurden die Substratkonzentrationen so abgeglichen, 
daB sie m/250-Harnsaure in bezug auf Stickstoff aquivalent waren. 








> = a [hee 








Bd. 299 (1955) | Untersuchungen zum bakteriellen Purinabbau [ 33 


Abnahme und Ammoniak-Bildung zeitlich verfolgt wurden. Kontroll- 
ansitze — a) ohne Harnstoff, b) ohne Bakterien — liefen mit, ihre Werte 
waren jedoch zu vernachlassigen. 
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Tab. 6. Anaerobe hydrolytische Spaltung von m/125-Harnstoff unter Normal- 
bedingungen (S. 19); Stamm I. 











°%, Umsatz Min. 
30 60 | 90 | 120 
°%, Harnstoff-Abnahme 11 60 87 100 
°% Ammoniak- Bildung 15 58 80 98 





Nach 1 Stde. ist reichlich die Halfte, nach 2 Stdn. der gesamte 
Harnstoff gespalten. Die Urease-Aktivitaét der Bakterien ist also durch- 
aus vergleichbar mit ihrer Allantoinase- und Allantoicase-Aktivitat 
(Abb. 7b baw. 8b). 

Als wir Harnstoffansitze der obigen Zusammensetzung mit Luft 
schiittelten, machten wir die zunachst iiberraschende Beobachtung, dak 
Harnstoff die Bakterienatmung steigerte. Die Atmungssteigerung setzte 
nach etwa 1 Stde. ein und erreichte nach 3 Stdn. rund 60% derjenigen 
einer N-aquival. Harnsiuremenge. Auch Ammoniumsalz (m/62,5- 
NH,Cl) wirkte, wenn auch schwacher, atmungssteigernd. Abb. 9 zeigt 
in Parallelansitzen das Verhalten N-aquival. Konzentrationen von 
Ammoniumchlorid, Harnstoff und Harnsiure, wobei die Menge der 
letzteren dem Normalansatz entsprach. 

Hier bestanden nun offenbar Beziehungen zu einer anderen Er- 
scheinung, die wir in langdauernden Warburg-Versuchen mit oxydier- 
baren Substraten (Harnséure, Allantoin) beobachtet hatten: die Diffe- 
renz zwischen ,,Normalatmung‘‘ und ,,Leeratmung‘‘ (NA —L) erreichte 
schlieBlich Werte, die das 2—3fache der Theorie fiir quantitative Oxal- 
siure-Bildung (2 O/Harnsiure, 1 O/Allantoin) ausmachten. Tab. 7 zeigt 
dies an einem Beispiel. 

oppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 299 3 
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Tab. 7. Sauerstoff-Aufnahme in langdauernden Warburg-Versuchen mit 
m/250-Harnsaure und Allantoin. Normalansatze; Stamm I. 

















Zeit L NA (yl O,) (NA—L) in O-Aquivalenten 
(Stdn.) (ul Og) Harnsaure | Allantoin Harnsaure Allantoin 
1 91 207 230 0,52 0,63 
2 203 470 510 1,19 1,37 
3 242 — 885 610 1,98 1,64 
+ 280 1045 825 3,42 2,43 
5 315 1145 935 3,70 2,77 
6 342 1205 1000 3,85 2,94 








Die GréBe der Effekte hangt u.a. vom Bakterienstamm und von der Sub- 
stratkonzentration ab. So zeigt sie der — Harnsiure mit anfanglicher Verzégerung 
angreifende (Abb. 6) — Stamm II in weit geringerem Mafe (vgl. Tab. 5) als der 
ein von Anfang an normales Reaktionsbild (Abb. 1 und 9) liefernde Stamm I. 
Auch Stamm II zeigt schon nach 4 Stdn. beginnende ,,Uberoxydation“, wenn 
die Harnsiurekonzentration auf m/50 erhéht wird (vgl. Tab. 2; theoretisches 
O,-Aquivalent fiir Oxalsiure-Bildung 2240 yl). 


Es war offenkundig, daB die Differenz der Sauerstoff-Aufnahmen 
mit und ohne Substrat hier kein MaB der Substratoxydation darstellte, 
da8B vielmehr in Substratgegenwart in den spiteren Reaktionsphasen 
(>2—3 Stdn.) eine ErhGhung der Bakterien-Eigenatmung anzunehmen 
war ®, Dies war denkbar, wenn nicht nur in den Inkubationsversuchen, 
wo bereits Anzeichen eines N-Defizits beobachtet worden waren (Abb. 2, 
8. 23), sondern auch in den viel kiirzer dauernden Warburg-Ver- 
suchen neben dem Substratabbau zugleich eine Assimilation statt- 
fand, die zu einer Vermehrung der (atmenden) Zellsubstanz fiihrte®. 


** In den friihen Reaktionsstadien mu8 dagegen — besonders bei auto- 
katalytischem Reaktionstyp — eine Zuriickdrangung der EKigenatmung in Substrat- 
gegenwart angenommen werden (vgl. Abb. 4 und Tab. 2). 

65 Kine andere (unwahrscheinlichere) Erklarungsméglichkeit war eine NH,- 
Oxydation durch die Bakterien. Wir haben zur Sicherheit wiederholt mit Mercks 
Nitrin (o-Aminobenzalphenylhydrazon) und mit Brucin-Schwefelsiure auf Nitrit 
und Nitrat gepriift, jedoch nie Anzeichen einer positiven Farbreaktion erhalten. 
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Einige Literaturangaben iiber eine durch Ammoniumsalz (z.T. auch 
andere N-Verbindungen®® hervorgerufene Atmungssteigerung bei 
Bakterien (Z. coli ®’, Serratia marcescens®, Rhizobium trifolii und andere 
Rhizobium-Arten®) lagen bereits vor. 

Zur Priifung wurden in einigen Fallen (Harnsiure, Harnstoff, 
Ammoniumcehlorid) Stickstoffbilanzen aufgestellt, derart, dab 
einerseits der in den Reaktionsprodukten und evtl. im unverbrauchten 
Substrat zu bestimmter Zeit vorhandene Stickstoff, andrerseits der 
Stickstoffzuwachs der Bakterien wahrend der Versuchsdauer festge- 
stellt wurde. Tab. 8 enthalt die Belege fiir einen derartigen an Harn- 
siure ausgefiihrten Versuch zusammen mit Angaben iiber die Sauer- 
stoff-Aufnahme. 


Tab. 8. Sauerstoff-Aufnahme und Stickstoffbilanz beim Harnsaureabbau 
in Normalansatzen. 











Gefunden (ul O, bzw. Zeit (Min.) 

mg N) 0 60 120 180 
O, (RAD Beez misraeree << — 220 385 550 
4 eee = 150 250 325 
oe = a 70 135 225 
Harnséure-N .... 1,13 0,93 0,40 0 
Harnstoff-N.... . 0 0 0,40 0 
Ammoniak-N ... . 0 0,25 0,40 0,70 
ila ie ae oe 1,13 1,18 1,20 0.70 
N-Defit] . 2... _ -- — 0,43 
Bakterien-N.... . 1,17 - . 1,52 
N-Gewinn. ..... — — = 0,36 
In % des Defizits. . a — -- 84 











N-Gehalt der Bakterien der Leeransitze: 0 Min. 1,16 mg; 180 Min. 1,15 mg 


Die Tabelle zeigt, daB nach 3 Stdn. — nicht jedoch friiher — in der 
Reaktionslosung ein N-Defizit auftritt, das tiber 1/; des Substrat-N aus- 
macht; 84% davon werden in der Bakteriensubstanz wiedergefunden. 
Mit dem Einsetzen der Assimilation vergréBert sich die Differenz der 
Sauerstoff-Aufnahme mit und ohne Substrat (NA—L) iiberproportional 
stark. 

In Tab. 9 werden N-Bilanzen fiir Harnstoff (m/125) und Ammo- 
niumchlorid (m/62,5) gezeigt; im ersteren Falle wurde auch der zeit- 
liche Gang der Assimilation verfolgt. 

Die Ubereinstimmung zwischen N-Defizit in Lésung und N-Assi- 
milation durch die Bakterien ist hier sehr befriedigend. Bei der zeitlichen 


66 R. H. Burris u. P. W. Wilson, Biochem. J.51, 90 [1952]. 
68? F.H. Armstrong u. K.C. Fisher, J. gen. Physiol. 30, 279 [1947]. 
6 D.C.McLean u. K.C. Fisher, J. Bacteriol. 54, 599 [1947]; 58, 417 
[1949]. 
3* 
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Tab. 9. Stickstoffbilanzen fiir den Umsatz von Harnstoff und Ammoniumchlorid. 




















Harnstoff NH,Cl 

Gefunden (mg N) Min. Min. 

0 60 120 180 0 180 
Harnstoff-N 1,10 0,40 0 0 — — 
NH,-N 0 0,65 0,85 0,60 1,15 0.80 
=N 1,10 1,05 0,85 0,60 1,15 0,80 
N-Defizit 0,05 0,25 0,50 - 0,35 
Bakterien-N 1,16 1,15 1,41 1,69 1,15 1,54 
N-Gewinn — 0 0,25 0,53 0,39 
In °% des Defizits 100 106 - 111 








Verfolgung der Assimilation im Falle des Harnstoffs zeigt sich wieder 
der betont autokatalytische Reaktionsverlauf, der auch schon im Kur- 
venbild der Sauerstoff-Aufnahme (Abb. 9) in Erscheinung getreten war. 
Beim Vergleich der 3-Stdn.-Werte erweist sich die iiberlegene Assimilier- 
barkeit des Harnstoff-Stickstoffs unter unseren Reaktionsbedingungen : 
die N-Assimilation erreicht hier rund 45% (gegen 35% bei der Harnsiaure 
und 32% beim Ammoniumsalz). 


Da die N-Assimilation wohl in jedem Falle erst auf der Stufe des Ammoniaks 
erfolgt, ist die Unterlegenheit der Harnsaure verstiandlich, da hier erst ein tief- 
greifender Abbau erfolgen muB. Dagegen kénnte die Uberlegenheit von Harnstoff 
gegeniiber Ammoniumsalz auf eine gewisse toxische Wirkung des letzteren in der 
verwendeten Konzentration zuriickgehen; weniger wahrscheinlich ist eine Ver- 
wertung der (nicht erheblichen®®) Spaltungsenergie des Harnstoffs fiir die N- 
Assimilation. 


Diskussion 


Die vorliegende Untersuchung belegt fiir Ps. aeruginosa einen sehr 
weitgehenden gemischt oxydativ-hydrolytischen Harnsiureabbau, wie 
er in ahnlicher Form fiir Wiirmer, gewisse Lamellibranchier (Meeres- 
muscheln) und Crustaceen bekannt ist*’. Soweit die lediglich orientie- 
renden Versuche von Di Fonzo einen SchluB erlauben, scheint ein 
ahnlicher Abbau auch in Mykobakterien recht verbreitet vorzukommen. 
Dagegen scheint in dem von Krebs und Eggleston!® untersuchten 
Corynebakterium, das — nach den analytischen Daten zu schlieBen — 
neben Harnstoff offenbar ebenfalls Oxalsaure liefert, ein anderer Abbau- 
modus vorzuliegen, da es Allantoin anaerob nicht angreift. Es wird noch 
zu priifen sein, ob in anderen Bakterien des von uns untersuchten Typs 
die Reaktionskette stets bis zum Ende ablauft. Bei Mykobakterien ist 
das nach Di Fonzo offenbar nicht der Fall, da z. B. in Mycob. buty- 
ricum der Harnstoff im wesentlichen als solcher liegen bleibt. Hier be- 
steht zweifellos auch eine Beziehung zu der isolierten, bereits friiher 
angezweifelten?!46 Angabe von Kleinmann und Bork?®, wonach 


6° H. Borsook u. H. M. Winegarden, Proc. nat. Acad. Sci. USA 17, 3, 13 
[1931]. 
70H. Kleinmann u. H. Bork, Biochem. Z. 262, 20 [1933]. 
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Leberenzym eine iiber Allantoin hinausgehende, zu Oxalsiure und Harn- 
stoff fiihrende Uricolyse bewirke. Da diese Befunde bei enorm langen 
Versuchszeiten (meist 72 Stdn. bei 37°) unter Durchliiftung und offenbar 
ohne Zugabe eines Antiseptikums erhalten worden waren, war schon 
friiher an eine Bakterienwirkung gedacht worden. Die wenigen einst- 
weilen vorliegenden Untersuchungen iiber aerobe bakterielle Uricolyse 
unterstreichen diese Méglichkeit™. SchlieBlich ist noch auf die Frage nach 
dem Schicksal intermediar entstehender bzw. verfiitterter oder injizierter 
Harnsiure beim Menschen hinzuweisen, die seit Folin” bis in die 
neueste Zeit immer wieder untersucht worden73-76, aber immer noch 
nicht eindeutig gelést ist. Im allgemeinen wird ein teilweiser Abbau — 
stirker bei Verfiitterung als bei Injektion — angegeben (mit einer neu- 
eren Ausnahme fiir injizierte Harnsiure™). Auf die mégliche Wirkung 
der Darmbakterien haben schon 1918 Thannhauser und Dorfmiiller” 
hingewiesen, die aber nur mit Mischkulturen arbeiteten. Die Wieder- 
holung ihrer Versuche mit Reinkulturen und modernen Methoden ist 
geplant. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Forderung 
dieser Untersuchung durch Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


Nachtrag b. d. Korr.: Inzwischen wurde in durchliifteten praparativen 
Ansitzen (300 ml des Ansatzes 1b 8.19) Allantoin in Substanz, Harnstoff als 
schwerléslicher Dixanthyl-harnstoff und Oxalsiure (bei Pufferung mit Tris-[oxy- 
methyl]-aminomethan statt Phosphat, was in der O,-Aufnahme keinen Unter- 
schied macht) als reines Calciumsalz gefaBt. — Allantoin wurde nach 3 Stdn. 
aus dem zentrifugierten und mittels gesitt. Ba(OH),-Lésg. von Phosphat und rest- 
licher Harnsiure befreiten Ansatz nach W. Wiechowski (Beitr. chem. Physiol. 
u. Pathol. 11, 109 [1908] als Quecksilber(II)-Verbindung gefallt, letztere mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und aus dem Filtrat durch Einengen Rohallantoin 
abgeschieden, das nach Behandlung mit wenig 3-proz. Wasserstoffperoxyd und 
Umkristallisieren reines Allantoin vom Schmp. 230° lieferte. Nach der bei Ver- 
suchsende in einer Probe durchgefiihrten photometrischen Bestimmung waren 
84,5 mg Allantoin gebildet worden; die Aufarbeitung lieferte 59 mg (70% d. Th.). 
Dies ist nach dem Ergebnis eines parallelen Testansatzes — in 300 m/ 1,0 g Harn- 
siure, je 0,1 g Allantoin und Harnstoff enthaltend — mit 68°, Allantoinausbeute 
befriedigend. — Zur Harnstoff- Bestimmung wurde ein nach 31% Stdn. abzentri- 
fugierter Ansatz auf dem Wasserbad zur Trockene gedampft, der Harnstoff mit 
absol. Alkohol extrahiert und der Alkoholextrakt mit Wasser, Eisessig und 10-proz. 
methanolischer Xanthydrol-Lésung (Merck) versetzt. Der abfiltrierte und mit 





71 Die Annahme der Autoren, daB die Bildung von Oxalsiure und Harnstoff 
nicht iiber Allantoin erfolge, ist problematisch, da der zum Beweis herangezogene 
negative Versuch mit Allantoin nur 24 Stdn. dauerte, was fiir ausreichende 
Bakterienentwicklung wohl zu kurz war. 

72 QO. Folin, H. Berglund u. C. Derrick, J. biol. Chemistry 60, 361 [1924]. 

7% J.D. Benedict, P.H. Forsham u. D. Stetten jr., J. biol. Chemistry 
181, 183 [1949]. 

74 W.Geren, A. Bendich, 0.Bodansky u. G.B. Brown, J. biol. 
Chemistry 188, 21 [1950]. 

% J. Buzard, Ch. Bishop u. J.H. Talbott, J. biol. Chemistry 196, 179 
[1952]. 

7% J.B. Wyngaarden u. D. Stetten jr., J. biol. Chemistry 208, 9 [1953]. 
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dixanthyl-harnstoffgesittigtem Methanol gewaschene Niederschlag wurde bei 105° 
getrocknet (R. Fosse, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 158, 1076, 1588; 159, 253 
bit M. G. Engel u. F. L. Engel, J. biol. Chemistry 167, 535 [1947)). Fiir 

C,H, 903N, ber. 6,66% N, gef. (Kjeldahl) 6,38% N. Nach dem photometrischen 
Test waren bei Versuchsende in der Gesamtlésung 61 mg Harnstoff vorhanden; 
gefunden wurden 69,5 mg (in 487 mg Dixanthyl-harnstoff). — Oxalsiure wurde 
aus dem Tris-[oxy-methy] ]-aminomethan-Puffer enthaltenden Ansatz nach 5 Stdn., 
als sowohl Harnsiure wie Allantoin verschwunden waren, in iiblicher Weise als 
Calciumsalz gefiallt, das bei 100° getrocknet wurde. Gef. 693 mg CaC,0,-H,O, entspr. 
427,5 mg Oxalsiure (80% d. Th. fiir vollstandigen Harnekureabbau); "bel Titration 
mit n/10-KMnO, gef. 424,8 mg Oxalsaure. 


Zusammenfassung 


Der aerobe Harnsiureabbau durch Ps. aeruginosa (Bact. pyocya- 
neum) wurde teils mit wachsenden Bakterien, teils mit gewaschenen 
Zellsuspensionen untersucht und in seinen Teilphasen qualitativ und 
quantitativ aufgeklart. Er verlauft tiber Allantoin und Allantoinsaure 
zunichst zu Glyoxylsiure ++ Harnstoff; die Glyoxylsiure wird zu Oxal- 
siure oxydiert, der Harnstoff zu Kohlendioxyd und Ammoniak ge- 
spalten. Bei der Erfassung von Zwischenprodukten bewahrt sich die 
Hemmung ihres Abbaus durch Anwendung hoher Substratkonzen- 
trationen. 

Auch in Warburg-Versuchen kommt es im Verlaufe einiger Stun- 
den zu betrachtlicher Stickstoffassimilation aus Harnsiure, Harnstoff 
und Ammoniumsalz. Sie erfaBt nach 3 Stdn. 30—50% des Substrat- 
Stickstoffs und auBert sich in einer starken Steigerung der Bakterien- 
atmung. 


Summary 


The aerobic degradation of uric acid by Ps. aeruginosa (Bact. pyo- 
cyaneum) has been investigated, partly with growing bacteria and partly 
with suspensions of washed cells; and the reactions of its several phases 
have been both qualitatively and quantitatively elucidated. The uric 
acid is first transformed by way of allantoin and allantoic acid to gly- 
oxylic acid and urea: the glyoxylic acid is oxidized to oxalic acid; and 
the urea is hydrolysed to carbon dioxide and ammonia. It proved possible 
to arrest the reaction at intermediate stages by using high concentrations 
of the substrate. 

Even in the respirometric experiments assimilation by the bacteria 
of nitrogen from the uric acid, urea, and ammonium salts is appreciable ; 
after three hours it amounts to 30—50% of the nitrogen content of the 
substrate, and reveals itself by a sharp increase of the bacterial re- 
spiration. 
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Uber Anderungen der DPN/DPNH-Konzentrationen 
in Schnitten normaler und verfetteter Lebern 
wahrend des Warburg-Versuches 
Von 
Horst Frunder und Giinter Richter 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig, 
Direktor: Prof. Dr. med. et phil. Erich Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1954) 


Zur Untersuchung des Gewebestoffwechsels werden insbesondere 
Homogenate und Schnitte benutzt. Mit jeder der beiden Gewebepripa- 
rationen erhalt man bei gleicher Fragestellung oft unterschiedliche Er- 
gebnisse. Die Ursachen hierfiir liegen in der raschen postmortalen Zer- 
stérung labiler Zellsubstanzen und in der Ausschaltung von Permeabi- 
litiitsschranken bei Homogenaten. Aus Untersuchungen der letzten Zeit 
ist vor allem die sehr weitgehende Zerstérung des Gewebs-DPN-Ge- 
haltes durch die DPN-ase bei der Anfertigung von Homogenaten be- 
kannt geworden. Die DPN-ase-Aktivitat ist in tierischen Geweben sehr 
hoch und z. B. in der Leber mit Ausnahme der Mitochondrien fast gleich- 
maBig iiber die ganze Zelle verteilt!. In der intakten Zelle mit erhaltener 
Strukturorganisation wird aber der EinfluB des einen Zellbestandteiles 
auf den anderen zur DPN-Zerstérung weitgehend verhiitet. Die Zer- 
stérung der Zellstruktur bei Homogenatanfertigung setzt jedoch die 
DPN-Hydrolyse sehr schnell in Gang. Man kann einmal die DPN-ase- 
Wirkung durch NSA*-Zusitze hemmen?, oder man setzt iiblicherweise 
bei bestimmten Stoffwechselversuchen dem fertigen Homogenat DPN 
zu. Bei Arbeiten mit Gewebeschnitten nimmt man in der Regel an, daB 
hier gleiche oder ahnliche Verhaltnisse wie in vivo vorliegen. Wie weit 
man jedoch dazu berechtigt ist, ist fiir viele Reaktionen durchaus noch 
offen. Denn auch das Schneiden von Geweben und die nachfolgende 
Inkubation in den ReaktionsgeféiBen lassen sich nicht ohne gewisse 
Lasionen der Zellstruktur durchfiihren. Es war daher von Interesse zu 
erfahren, wie sich die DPN/DPNH-Konzentrationen in Leberschnitten 
unter den Bedingungen des aeroben und anaeroben Warburg-Versuches 


1 Ch.-Ch. Sung u. J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 197, 175 [1952]. 
2 a) G. A. Alivisatos u. O.F.Denstedt, J. biol. Chemistry 199, 493 [1952]; 
b) L. J. Zatman, N.O. Kaplan u. S. P. Colowick, J. biol. Chemistry 
200, 197 [1953]. 
* DPN = oxyd. Diphosphopyridin-nucleotid; NSA = Nicotinséureamid ; 
DPNH = red. Diphosphopyridin-nucleotid; BTS = Brenztraubensaure. 
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verhalten, und ob normale und Fettleberschnitte in gleicher Weise 
reagieren. Wie weit allein das Schneiden der Gewebe Anderungen her- 
beifiihrt, wurde durch Vergleich von geschnittener mit ungeschnittener 
Leber aufzuklaren versucht. 


Methodik 


Die DPN/DPNH-Bestimmungen wurden nach der Methode von Holzer, 
Goldschmidt, Lamprecht und Helmreich®, wie friiher beschrieben*, durch- 
gefiihrt. Versuchstiere waren ad libitum ernaihrte weife Mause von 17—20g Ge- 
wicht. Die Fettlebertiere wurden 7—8 Tage vor dem Versuch auf der friiher be- 
schriebenen> eiweiBarmen und fettreichen Diat gehalten. Die Tiere wurden im 
Kiihlraum bei 1—3° decapitiert, die Lebern méglichst rasch (30 sec) herauspra- 
pariert und in eiskalte Ringerlésung gebracht. Die Anfertigung der Gewebsschnitte 
von 0,2—0,4mm Dicke erfolgte im Kihlraum frei Hand mit der Rasierklinge. 
Sofort nach dem Schneiden wurden die Schnitte in die eiskalte Suspensionslésung 
iibergefiihrt. Fiir jede Bestimmung wurden Schnitte von 5 Mauselebern mit ins- 
gesamt etwa 800 mg Frischgewicht benutzt. Das Anfertigen dieser Schnittmenge 
dauerte rd. 60 min. Suspensionsfliissigkeit war die friiher beschriebene kalium- und 
phosphatreiche Ringerlésung*®, entweder mit 0,01-m. BTS-Na (Hoffmann-La Roche) 
oder mit 200 mg% Glucose als Atmungssubstrat. Fiir die aeroben Versuche wurden 
mit 50 ml Suspensionslésung und 800mg Schnitten beschickte 300-ml-Erlen- 
meyerkolben benutzt. Sie wurden mit 100—110 Bewegungen/min und 6 cm Ex- 
cursion im Wasserbad von 40° unter laufendem Sauerstoff-Strom 15 min bzw. 
60 min geschiittelt. Fiir die anaeroben Versuche und zur Bestimmung der DPN 
DPNH-Konzentration. in der Suspensionslésung benutzten wir mit 10 ml Sus- 
pensionslésung, der doppelten Menge Atmungssubstrat und 800mg Schnitten 
beschickte 20-ml-Warburg-GefaBe. Sicher anaerobe Bedingungen wurden, wie 
friiher beschrieben‘, hergestellt. 

Zur DPN- bzw. DPNH-Bestimmung in den Schnitten wurden die Schnitte 
durch Filtrieren durch ein groBes Papierfilter schnell von der Suspensionsfliissigkeit 
getrennt (etwa 30sec), vom Filter rasch in den mit der entsprechenden Menge 
5-proz. Trichloressigsiure bzw. kochender n-NaOH beschickten Homogenisator 
iibergefiihrt und homogenisiert. Zur Bestimmung von DPN bzw. DPNH in der Sus- 
pensionsfliissigkeit wurden 4 ml des schnittfreien Filtrates in den mit 1 ml 20-proz. 
Trichloressigsaure bzw. 4-n. kochender NaOH beschickten Homogenisator ein- 
gebracht und homogenisiert. In jedem Falle wurden anschlieBend aus dem gut 
durchmischten Homogenat 2mal je 0,1 m/ zur Stickstoff-Bestimmung nach Kjel- 
dah] entnommen. Die im Homogenat gefundenen Stickstoff-Werte waren Bezugs- 
gréBe zur Berechnung des DPN- bzw. DPNH-Gehaltes in y/mg Leber-Stickstoff. 


Ergebnisse 


I. Normale Leberschnitte 

Schon die Gewebepraparation bei 1—3° im Kiihlraum vermindert 
bei normalen Leberschnitten die stationiren DPN- bzw. DPNH-Kon- 
zentrationen wenig, aber doch nachweisbar gegeniiber den Verhaltnissen 
in vivo (s. Tab. 1). Das in vivo gefundene DPN:DPNH-Verhiltnis von 
2:1 ist jedoch zu diesem Zeitpunkt noch erhalten. 


3-H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. H. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 

4 H. Frunder, diese Z. 297, 267 [1954]. 
5 H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 295, 77 [1953]. 
®° H. Frunder, diese Z. 291, 182 [1952]. 
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Schneidet man das Gewebe jedoch statt im Kiihlraum bei Zimmer- 
temperatur, so liegen die Schnitte dabei durchschnittlich 30 min in der 
Ringerlésung von 20° statt von 0°. Unter diesen Bedingungen ist der 
Abfall im DPN-Gehalt noch deutlicher. Statt mit 10,5 y DPN/mg Leber- 
Stickstoff beginnt jetzt die Warburg-Inkubation nur noch mit 8,2 y 
DPN. Wie fir die GréBe der Sauerstoffaufnahme (I. c.*), so ist 
auch fiir die Héhe der DPN-Konzentration in Leberschnitten die Tem- 
peratur, bei der die Schnitte angefertigt werden, von Bedeutung. Die 
Ursachen hierfiir werden im folgenden besprochen. 

Werden die Schnitte danach bei 40° aerob unter Bedingungen des 
Warburg-Versuches gehalten, so erfolgt eine weitere betrichtliche Ab- 
nahme der DPN- und DPNH-Konzentration. Nach 15 min Inkubation 
wird in der Regel bei der Bestimmung von Qo -Werten mit der Messung 
des Sauerstoffverbrauches begonnen. Zu diesem Zeitpunkt ist in nor- 
malen Leberschnitten die DPN-Konzentration bereits von stationar 
12,4 y auf 7,4 y gefallen, die DPNH-Konzentration von 6,4 y auf 2,7 y/mg 
Leber-Stickstoff. Nach insgesamt 60 min Inkubation ist der DPN-Ge- 
halt noch weiter abgefallen. Die Abnahme ist jedoch innerhalb der 
nachsten 45 min Inkubation, die gew6hnlich die Bezugsbasis zur Be- 
rechnung von Qo,-Werten sind, nicht mehr so groB wie in den ersten 
15 min. Auffallend ist weiter, daB innerhalb dieses zweiten Versuchszeit- 
raumes die DPNH-Konzentrationen nahezu unverandert geblieben sind. 

Normale, zu Stoffwechselversuchen benutzte Leberschnitte ent- 
halten nach diesen Befunden nur rd. 50%, der Gesamt-DPN/DPNH- 
Konzentration des Gewebes in vivo und zeigen weiterhin eine Verschie- 
bung des in vivo gefundenen DPN: DPNH-Verhiltnisses von 2: 1 nach 


2ord. 


Tab. 1. Etwa 0,8g Leberschnitte vor, wahrend und nach Inkubation in 50 ml modi- 
fizierter Phosphat-Ringerlésung mit 0,01-m.BTS unter Sauerstoff-Strom. Angaben 
in y/mg Leber-N. Mittelwerte + Standardabweichung. Zahl der Versuche in ( ). 











DPN P DPNH | P 
Stationare Konz. 12,5 + 1,20 (16) 6,4 + 1,12 (16) 
in vivo (s. 1. ¢.4) < 0,0027 = 0,02 
Nach 30 min Ink. 10,5 + 0,81 (5) 5,1 + 0,47 (5) 
in Kisringer < 0,001 < 0,001 
Nach weiteren 15 min 7,4 + 1,27 (7) 2,7 + 0,64 (9) 
Ink. bei 40° < 0,01 > 0,05* 
Nach insges. 60 min 5,2 + 0,42 (11) 2,3 + 0,55 (8) 
Ink. bei 40° 
Nach insges. 60min Ink. | 5,1 +- 0,47 (4) 2,1 + 0,48 (5) 
bei 40° ohne BTS, nur 
mit 200 mg% Glucose 
Nach insges. 60 min 5,5 u. 5,1 2,0 u. 1,5 
anaerob. Ink. 














* nicht signifikant. 
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Benutzt man bei Messung des Sauerstoffverbrauches statt BTS nur 
Glucose als einziges Atmungssubstrat, so vermindern sich die gemes- 
senen Qo,-Werte auf ?/, (14,5) der mit BTS (21,9) gefundenen (I. c.°). 
Es war nun von Interesse zu untersuchen, ob sich auch die DPN/DPNH- 
Werte gegeniiber den mit BTS erhaltenen verindern, wenn man mit 
Glucose allein als Atmungssubstrat arbeitet. Dies war jedoch nicht der 
Fall (s. Tab. 1). Sehr iiberraschend war auch die Beobachtung, dai} 
unter vollstaéndig anaeroben Bedingungen inkubierte Leberschnitte dic 
gleichen DPN- und vor allem DPNH-Werte zeigten wie in entsprechen- 
den Versuchen mit optimaler Sauerstoffversorgung (s. Tab. 1). 


Der DPN/DPNH-Schwund aus Leberschnitten ist betrachtlich und 
unabhangig davon, ob aerobe oder anaerobe Versuchsbedingungen vor- 
liegen. Man muB8 zunachst daran denken, da die léslichen Cofermente 
aus den Schnitten in die umgebende Suspensionsfliissigkeit heraus- 
diffundieren. Dieser Méglichkeit wurde durch Bestimmung von DPN 
und DPNH in der Suspensionsfliissigkeit nachgegangen. Nach 15 min 
Inkubation bei 40° fand sich jedoch in der Suspensionsfliissigkeit nur 
ein DPN-Gehalt von 1,0 und 1,1 y/mg Stickstoff, wahrend DPNH unter 
verschiedenartigsten Versuchsbedingungen niemals nachweisbar war. 
Die Cofermente kénnten jedoch auch herausdiffundieren und danach sehr 
schnell zerstért werden, so daB sie sich dem Nachweis in der Lésung 
entziehen. Aber auch diese Méglichkeit spielt — wie noch besprochen 
wird — sicher nur eine untergeordnete Rolle. 

Die auffallende Temperaturabhingigkeit der DPN-Zerstoérung 
spricht fiir einen fermentativen Vorgang. Hierfiir kommen insbesondere 
die spezifische Nucleotidase, die durch NSA gehemmt wird, und Phos- 
phatasen in Frage. Wie weit die DPN-ase daran beteiligt ist, wurde 
durch NSA-Zusatze zur Suspensionsfliissigkeit gepriift. Bei 4-10-?-m. 
NSA-Endkonzentration in der Suspensionsfliissigkeit sinkt nach 60 min 
Inkubation bei py 7,2 der DPN-Gehalt nur um 30%, wahrend er 
ohne NSA um 50% abfallt (s. Tab. 2). Dies spricht dafiir, daB bei der 
DPN-Zerstérung in Leberschnitten die DPN-ase maBgeblich beteiligt 
ist. Die Hemmung der DPN-ase in Gegenwart der verwendeten NSA- 
Konzentration ist im Vergleich zu den Versuchen in vitro mit reinem 
Ferment (I. c.2) nicht ganz so ausgeprigt. Dies liegt an den im Ge- 
webeschnitt vorhandenen Permeabilitiatsschranken, die wohl nur einem 
Teil des NSA den Eintritt in die Zelle an den Wirkungsort der DPN-ase 
gestatten. 

Bei NSA-Zusatz sind dagegen die DPNH-Konzentrationen im Ver- 
gleich zu den Versuchen ohne NSA unverindert. Dies ist itiberraschend, 
da ja NSA ein ausgesprochener Hemmstoff fiir DPN-haltige Fermente 
ist?, und man danach eine verminderte DPNH-Konzentration erwarten 
k6énnte. Der Ablauf der Dehydrierungsreaktion und die Weitergabe des 


7 P. Feigelson, J. N. Williams jr.u.C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
189, 361 [1951]; J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 195, 629 [1952]. 
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vom DPN aufgenommenen Wasserstoffs scheinen jedoch unter den Be- 
dingungen des Gewebeschnittes nicht so durchsichtig wie bei Versuchen 
mit isolierten Fermenten abzulaufen. Denn nach Einstellen auf einen 
bestimmten niederen Wert andern sich ja die DPNH-Konzentrationen 
auch in den anderen Versuchen (s. Tab. 1) mit zum Teil sehr verschie- 
denartigen Stoffwechselbedingungen nicht nachweisbar. 


Tab. 2. DPN/DPNH-Konzentrationen in normalen Leberschnitten nach 60 min 

Inkubation bei 40° in 50 ml Suspensionsfliissigkeit mit 0,01-m. BTS-Na unter 

Sauerstoff-Strom. Mittelwerte + Standardabweichung in y/mg Stickstoff. Zah] der 
Versuche in ( ). 














| DPN P DPNH | P 
Ohne NSA, px 7,2 5,2 + 0,51 (13) 2,3 + 0,55 (8) 
< 0,0027 > 0,05* 
Mit 0,04-m.NSA, pj; 7,2 |6,9 + 1,27 (9) 2,2 + 0,94 (9) 


* nicht signifikant. 


II. Fettleberschnitte 


Friher beschriebene Atmungsversuche® zeigten in Schnitten ver- 
fetteter Lebern eine stark reduzierte Sauerstoffaufnahme. Nach den 
damaligen Ergebnissen wurde eine Stérung DPN-abhangiger Dehy- 
drasen vermutet. Dieser Frage wurde jetzt durch Bestimmung der DPN/ 
DPNH-Konzentrationen in Fettleberschnitten nachgegangen. Die Er- 
gebnisse zeigt Tab. 3. In Fettleberschnitten sinken die DPN-Konzen- 
trationen im Verlaufe der Warburg-Inkubation starker ab als in nor- 
malen Leberschnitten, nach 60 min fast 35% mehr. Besonders auf- 
fallend ist weiter das sehr rasche, véllige Verschwinden der auch schon 
in vivo verminderten DPNH-Menge. Nach 15 min Inkubation findet 
man nur noch !/, der Konzentration in vivo, nach 60 min sind die Werte 
kleiner als 0,5 y/mg Stickstoff und methodisch nicht mehr sicher nach- 
zuweisen. 


Tab. 3. DPN/DPNH-Konzentrationen in Schnitten verfetteter Lebern vor, wahrend 

und nach Inkubation in 50 ml modifizierter Phosphat-Ringerlésung mit 0,01-m.BTS 

unter Sauerstoff-Strom bei 40°. Angaben in y/mg Leber-Stickstoff. Mittelwerte + 
Standardabweichung. Zah] der Versuche in ( ). 











DPN DPNH 
Stationar 12,3 + 1,92 (11) 4,6 + 1,05 (16)* 
Schnitte nach 15 min Inkubation 6,0 + 0,64 (9)* 0,8 + 0,2 (4)* 
Schnitte nach 60 min Inkubation 3,5 + 1,15 (7)* nicht mehr nach- 
weisbar 


* Diese Werte sind von den entspr. normaler Leberschnitte signifikant verschieden (s. Tab. 1). 


Es ist noch nicht méglich auszusagen, warum in Fettleberschnitten 
das DPNH im Verlauf einer 60 min dauernden Warburg-Inkubation 
vollig schwindet. Man mu8 daran denken, daf sich die gleichen Ur- 
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sachen, die auch schon im lebenden Fettlebertier die DPNH-Konzen- 
trationen vermindern, im Gewebeschnitt starker auswirken. Denn so- 
wohl im lebenden Tier wie in Schnitten liegen die Verainderungen in der 
gleichen Richtung. 


III. Ungeschnittenes normales und verfettetes Lebergewebc 


Um zu ermitteln, wie weit unter sonst gleichen Bedingungen das 
Schneiden allein an den beobachteten Anderungen schuld ist, wurden 
Lebern ungeschnitten wie geschnitten untersucht. Dies erschien um so 
eher berechtigt, als ja sicher anaerobe Bedingungen im Schnitt keinen 
EinfluB auf die auch aerob gefundenen DPN/DPNH-Werte haben. Ein 
Vergleich der Tabb. 1 und 4 zeigt, daB die allein durch das Schneiden 
hervorgerufene Schadigung der Zell- und Gewebsstruktur doch ganz 
erheblich die DPN/DPNH-Konzentrationen andert. 

Grundsiatzlich sind alle DPN- und DPNH-Werte in den unge- 
schnittenen Lebern bedeutend héher als in den entsprechenden Versu- 
chen mit Leberschnitten. Auffallend ist zunidchst, daB in der normalen 
ungeschnittenen Leber die Gesamt-DPN/DPNH-Konzentration nach 
15 min Inkubation praktisch den in vivo gefundenen Werten entspricht. 
Es hat sich in dieser Zeit nur das Verhiltnis DPN: DPNH von 2: | 
nach 3:1 verschoben, Erst nach 60 min Inkubation ist eine Abnahme des 
DPN-Gehaltes auf rd. 60°% des 15-min-Wertes eingetreten. Die DPNH- 
Konzentration ist dagegen innerhalb dieses zweiten Versuchszeit- 
raumes — analog den Verhaltnissen im Schnitt — unverindert ge- 
blieben. 


Tab. 4. DPN/DPNH-Konzentrationen in ungeschnittenen normalen und verfetteten 

Lebern nach 15 bzw. 60 min Inkubation in 10 m/ modifizierter Phosphat- 

Ringerlésung mit 0,01-m.BTS bei 40°. Angaben in y/mg Leber-Stickstoff. Mittel- 
werte + Standardabweichung. Zahl der Versuche in ( ). 














DPN Gk DPNH P 

Norm. Leber 13,9 + 1,09 (7) 4,6 + 1,20 (5) 

15 min Inkubation < 0,001 >0,05* 
Verfett. Leber 8,2 + 1,08 (6) 4,4 + 0,72 (6) 

15 min Inkubation 
Norm. Leber 8.7 + 3,09 (13) 4.5 + 0,94 (10) 

60 min Inkubation >0,05* < 0,01 
Verfett. Leber 6.7 + 2,38 (10) 3,1 + 0,55 (6) 

60 min Inkubation 
Norm. 18h 9,1 + 3,46 (7) ! 
Hungerleber, 

15 min Inkubation >0,05* 
Norm. 18 h 7,1 + 1,95 (5) 4,7 u. 4,2 
Hungerleber, 

60 min Inkubation 











* nicht signifikant. 
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Die Werte in der ungeschnittenen Fettleber weichen von denen in 
der normalen Leber ab. Einmal ist hier die wesentlich rascher ein- 
setzende DPN-Zerstérung bemerkenswert. Nach 15 min Inkubation ist 
die DPN-Konzentration bereits auf Werte gefallen, die denen der nor- 
malen Leber nach 60 min Inkubation entsprechen. Gerade umgekehrt 
liegen die Verhiltnisse beim DPNH. Hier entspricht nach 15 min Inku- 
bation der gefundene Wert dem auch in vivo vorhandenen. Aber wah- 
rend er in der normalen Leber im Verlauf der nachsten 45 min unver- 
andert bleibt, sinkt er in der Fettleber weiter ab. 

Auffallend ist an den Versuchen mit ungeschnittenen normalen und 
verfetteten Lebern, daB hier im Gegensatz zu allen anderen Versuchen 
die DPN-Werte nach 60 min Inkubation besonders stark streuen 
(s. Tab. 4). Man konnte hierbei an einen Zusammenhang mit dem in 
Lebern gleichfalls stark wechselnden Glykogengehalt denken. Um diese 
Moglichkeit weiter zu verfolgen, wurden auch die DPN/DPNH-Kon- 
zentrationen in Lebern solcher normaler Mause bestimmt, die vor dem 
Versuch 18 h gehungert hatten. Diese Hungerperiode reicht aus, um in 
der Mauseleber den Glykogengehalt bis auf einen geringen Rest zu 
vermindern (I. c.*). Die mit diesen Lebern angestellten Versuche er- 
gaben, daB offenbar der Glykogengehalt des Gewebes die Zerstérungs- 
rate des DPN beeinfluBt. Nach 15 min Inkubation ist in der normalen 
Hungerleber die DPN-Konzentration viel starker abgefallen als in der 
Leber normaler ernahrter Tiere. Der DPN-Verlust ist hier fast genau so 
groB wie bei der Fettleber unter gleichen Bedingungen. Und auch in der 
‘ettleber ernéhrter Tiere ist ja der Glykogengehalt betriachtlich ver- 
mindert (s. ].c.4). Ob aber die Zusammenhange zwischen Glykogengehalt 
und DPN-Zerstérung direkte sind und in welcher Weise sie wirken, 
liBt sich aus den vorliegenden Beobachtungen allein nicht entscheiden. 
Dies kann erst durch weitere Versuche geklart werden. 


Besprechungen der Versuchsergebnisse 


Die mit der Anfertigung von Leberschnitten einhergehende Schii- 
digung der Zell- und Gewebsstruktur bewirkt eine nicht zu vernach- 
lissigende fermentative Zerstérung des in vivo vorhandenen zelleigenen 
DPN/DPNH-Gehaltes. Das DPN ist offenbar im Gewebeschnitt durch 
veranderte Bindung nicht mehr so gut vor dem Angriff der DPN-ase 
geschiitzt wie in vivo. Man muB hier an ahnliche Verhaltnisse denken 
wie sie von Wenner und Weinhouse® fir die intrazellulire Vertei- 
lung des DPN in Mauselebertumoren diskutiert werden. 

Man darf die in Schnitten ablaufende DPN-Zerstérung bei der 
Ubertragung von mit Gewebeschnitten erhaltenen Stoffwechselergeb- 
nissen auf die Verhaltnisse in vivo nicht vernachliassigen. Wahrschein- 
lich limitieren die DPN-haltigen Cofermente in vivo unter normalen 
Bedingungen nicht die Stoffwechselintensitét. Bei Schadigung des 


8 Ch. E. Wenner u. 8S. Weinhouse, Cancer Res. 18, 21 [1953]. 
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Gewebes setzt jedoch ihre rasche Zerst6rung ein. Die danach noch ver- 
bleibenden Mengen k6énnen unter bestimmten Bedingungen durchaus 
zum limitierenden Faktor fiir zu messende StoffwechselgréBen werden. 
Dies wurde von Terner® und Quastel und Zatman!® inbesondere 
fiir die Glykolyseraten verschiedener Gewebe wahrscheinlich gemacht. 
Noch eindrucksvoller als in normalen Leberschnitten ist die Ver- 
minderung der DPN/DPNH-Konzentrationen in Schnitten verfetteter 
Lebern. Der hier beobachtete DP'N- und vor allem DPNH-Schwund ist 
sicher nicht ohne Bedeutung fiir den Ablauf von Stoffwechselreaktionen. ( 
In einer vorangehenden Mitteilung* wurde die anaerobe Glykolyserate 
untersucht. Durch BTS wird sie in Fettleberschnitten bei weitem nicht { 
in dem Umfang gesteigert wie in normalen Leberschnitten. In Uber- ] 
einstimmung mit den Versuchen anderer Autoren®!° kann man auch t 
} 

I 

1 







































bei diesen Versuchen die im Schnitt noch vorhandene DPN-Konzen- 
tration als limitierenden Faktor annehmen. : 

Ob auch die mit Schnitten gemessene Sauerstoffaufnahme durch 
die DPN-Konzentration begrenzt wird, liBt sich bisher nicht sicher 


festlegen. Die Tatsache, da man auch bei verringerter Sauerstoffauf- I 
nahme (s. die Versuche ohne BTS) keine Anderungen der DPN/DPNH- t 
Konzentrationen findet, spricht nicht dafiir. Der gleichlaufende Ein- f 


fluB der bei der Anfertigung von Schnitten eingehaltenen Temperatur 
einmal auf die DPN-Konzentration und zum anderen auf die danach 
gemessene Sauerstoffaufnahme (I. c.*, dort weit. Lit.) ist auffallend. 
Er 1a8t die Annahme zu, daB die DPN-Konzentration unter optimalen 
Atmungsbedingungen auch im Gewebeschnitt zum limitierenden Faktor 
der Sauerstoffaufnahme werden kann. Wie weit eine solche Annahme 
berechtigt ist, soll durch weitere Versuche geklart werden. 


Fraulein E. Zielinski und Herrn A. Schneider danken wir fiir ihre fleiBige 
und zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Die DPN/DPNH-Konzentrationen in Schnitten normaler und ver- 
fetteter Lebern werden im Verlaufe einer 60 min dauernden aeroben 
oder anaeroben Warburg-Inkubation betrachtlich vermindert. Normale 
Leberschnitte enthalten etwa 50°, der Gesamt-DPN/DPNH-Konzen- 
trationen des Gewebes in vivo, Schnitte verfetteter Lebern nur etwa 
25—30°%,. Bei letzteren tritt weiter ein fast vollstaéndiger DPNH-Ver- 
lust ein. Bei Anwesenheit von Nicotinsiiureamid in der Suspensions- 
fliissigkeit findet man héhere DPN-Konzentrationen, wihrend die 
DPNH-Werte unverindert bleiben. Dies weist auf die Bedeutung der 
Gewebs-DPN-ase fiir die DPN-Zerstérung in Schnitten hin. 


® C. Terner, Biochem. J. 56, 471 [1954]. 
10 J. H. Quastel u. L. J. Zatman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
10, 256 [1953]. 
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In ungeschnittenen Lebern lassen sich grundsitzlich gleiche Ver- 
anderungen nachweisen. Sie sind hier nicht so tiefgreifend wie bei 
Schnitten. Das Anfertigen von Leberschnitten setzt demnach zusiitz- 
liche St6rungen im DPN/DPNH-Bestand, die bei der Fettleber wesent- 
lich gréBer sind. 


Summary 


The concentration of DPN/DPNH in slices of normal livers and of 
livers with a high fat content is appreciably diminished by 60 minutes’ 
continuous Warburg incubation under aerobic or anaerobic conditions, 
Normal liver slices contain about 50% of the total DPN/DPNH concen- 
tration of the tissues, those of the fat livers only about 25—30%; in the 
latter case the DPNH is almost entirely lost on incubation. If nico- 
tinamide is present in the solution in which the slices are suspended 
higher concentrations of DPN are found, wheras the DPNH values 
remain unchanged. This indicates the importance of the DPN-ase in 
the tissues for the decomposition of DPN in slices. 

Substantially similar changes have been demonstrated in intact 
livers, but they are not so far-reaching as in slices. The preparation of 
the liver slices evidently effects the DPN/DPNH content, especially in 
fat livers. 











Bd. 299 (1955) 


Uber Sphingosin 
Von 
E. Klenk und H. Faillard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6In 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1954) 


Nach den schon linger zuriickliegenden Untersuchungen des einen ! 
von uns kommt dem Sphingosin die Summenformel C,,Hg7,0,N zu, 
wihrend man ihm bis dahin die Formel C,,H,;0,N zugeschrieben hai. 
Als Ozonidspaltungsprodukte erhielt man Myristinsiure (III) und eine 
optisch aktive Dioxyaminobuttersiure (IV)*. Letztere wurde als «- 
Amino-,y-dioxy-buttersiure angesprochen, da bei der Reduktion mit 
Jodwasserstoff in allerdings nur geringer Ausbeute «-Amino-buttersaure 
anfiel. 

Inzwischen ist von verschiedenen Seiten*®, besonders aber von Car- 
ter und Mitarbb.‘ gezeigt worden, daB die Aminogruppe des Sphingo- 
sins nicht, wie seinerzeit auf Grund der obigen Befunde angenommen 
worden war, in Stellung 3, sondern in Stellung 2 sich befindet. 

Wir haben deshalb unsere alten Untersuchungen iiber das Sphingosin 
wieder aufgenommen und die seinerzeit als Abbauprodukt erhaltene 
Dioxyaminobuttersiure noch etwas eingehender untersucht. Die mit 
einer verbesserten und vereinfachten Methode (I—V) wiedergewonnene, 
schon kristallisierte, linksdrehende Substanz spaltet beim Erhitzen mit 
Ninhydrin nach dem Verfahren von van Slyke und Mitarbb.® kein 
Kohlendioxyd ab, so daB es sich um keine ~-Aminosiure handeln kann. 
Wohl aber wird durch Bleitetraacetat-Spaltung der N-Acetyl-Verbindung 
und nachfolgende Oxydation mit Wasserstoffperoxyd nach Abspaltung 
der Acetylgruppe (VI—IX) eine gut kristallisierte «-Aminosiure er- 
halten, die mit Serin (IX) identisch ist. Die Substanz zeigt deutliche 
Linksdrehung ([«];,': — 3,3 bis — 4°). Reines L(-)-Serin ({a]??: — 6,83°) 
liegt jedoch nicht vor. Offensichtlich kam es im Verlaufe der Auf- 
arbeitung zu einer teilweisen Racemisierung. 

Auf dem so eingeschlagenen Wege, welcher von dem der anderen 
Autoren vollig verschieden ist, ergibt sich demnach ebenfalls die Lage 
der Aminogruppe in Stellung 2 des Sphingosins. Das Ergebnis lat aber 
auch mit einiger Wahrscheinlichkeit auf die Konfiguration an diesem 


1 E. Klenk, diese Z. 185, 169 | 1929'. 

2 E. Klenk u. W. Diebold, diese Z. 198, 25 [1931]. 

’ P. V. Seydel, Dissertat. Ziirich, 1941; K. Ohno, J. Jap. biochem. Soc. 
18, 151 [1944]. 

4H. E. Carter, F. J. Glick, W. P. Norris u. G. E. Philips, J. biol. Che- 
mistry 142, 449 [1942]; 170, 285 [1947]. 

5 D. van Slyke, R.T. Dillon, D.A.McFadyen u. P. Hamilton, 
J. biol. Chemistry 141, 627 [1941]. 











(1945) 


nen ! 
I zu, 
hat. 
eine 
IS a- 
mit 
aure 


Car - 
ngo- 
men 


fOsin 
tene 

mit 
ene, 

mit 
kein 
ann. 
lung 
ung 

er- 
iche 
83°) 
Auf- 


ren 
age 
sber 


sem 


Soe. 
‘he- 


on, 





Bd. 299 (1955) Uber Sphingosin 49 


CH, 
CH, CH, (Hels CO,H 
‘ I 7 Verseifung | 
(CHe]ye [(CHg]je rp CO,H a sales 
CH CH | mn CH-NH, 
i | 
‘ Acety- ' bar Os ' | Y 
CH waa CH +Ho, _— | ( ee 
(HOH CHO: Ac CHO-Ac == 
| | | 
CH-NH, CH-NH-Ac |—-- CH-NH-Ac CO,H 
H | | | 
CH,OH CH,0-Ac CH,0-Ac | CHOH 
| Partielle | . 
Sala “ : H-NH-Ac 
CH,OH 
I II IV VI 
Bleitetra- 
acetat 
CO,H CO,H CHO 
| = " | | 
CH-NH, <n” CH-NH-Ac 78° CH-NH-Ac 
| | | 
CH,OH CH,OH CH,OH 
IX VIII VII 


asymmetrischen C-Atom schlieBen. Sie entspricht offensichtlich der des 
natiirlichen Serins. 

Auch Carter und Mitarb.® haben sich bereits mit der Frage nach 
der Konfiguration des Sphingosins beschaftigt. Sie erhielten aus dem 
Triacetylsphingosin auf dem Wege iiber das N-Acetyl-sphingin die links- 
drehende N-Benzoyl-x-amino-stearinsiure und auBerten die Vermutung™, 
daB diese der D-Reihe angehért. Unsere Befunde sprechen durchaus fiir 
die Richtigkeit dieser Annahme. 

Die weitere Frage, ob das natiirliche Sphingosin threo- oder erythro- 
Konfiguration besitzt, erscheint noch nicht endgiiltig geklairt. Nach 
Carter und Mitarbb.’ gehért das natiirliche Dihydrosphingosin der 
erythro-Reihe an. Doch stehen demgegeniiber die Befunde von Jenny 
und Grob§, nach welchen es sich bei 2 verschiedenen natiirlichen Dihy- 
drosphingosinen um die threo-Formen handelt. Beide Substanzen waren 
aus der Sphingosinfraktion von Gehirncerebrosiden dargestellt worden, 
und eine der beiden diirfte auch mit dem obigen, von Carter unter- 
suchten, Dihydrosphingosin identisch gewesen sein. 


* “On this basis it is suggested tentatively that the sphingine oxydation 
product is benzoyl-D-x-aminostearic acid.’ 

6 H.E. Carter u. C.G.Humiston, J. biol. Chemistry 191, 727 [1951]. 

7 H.E.Carter, D. Shapiro u. B. Harrison, J. Amer. chem. Soc. 75, 
1007 [1953]; H. E. Carter u. D. Shapiro, J. Amer. chem. Soc. 75, 5131 [1953]. 

8 ©. A. Grob u. E. F. Jenny, Helv. chim. Acta 35, 2106 [1952]; E. F. 
Jenny u. C. A. Grob, Helv. chim. Acta 86, 1454, 1936 [1953]. 
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Wir mochten zu dieser Frage vorlaufig noch keine Stellung nehmen. 
Als stickstoffhaltiges Ozonid-Abbauprodukt des Sphingosins bzw. des 
Triacetylsphingosins (Schmp. 102,5— 103°; [«]}” : — 24,09° (Eisessig)) ist 
auf Grund der vorliegenden Ergebnisse entweder die L-threo- oder die 
L-ery hro-B-Amino-«,y-dioxy-buttersiure zu erwarten*. Der endgiiltige 
Beweis dafiir, mit welcher von diesen beiden Isomeren unsere schon vor 
iiber 20 Jahren beschriebene Abbausiure identisch ist, muB noch er- 
bracht werden. 


Beschreibung der Versuche 


Oxydativer Abbau des Triacetylsphingosins: Das Triacetylsphingosin 
(Schmp. 101—102,5°) wurde in Mengen von jeweils 4g dem oxydativen Abbau 
mittels Ozons unterworfen. Zu diesem Zwecke liste man 4g Triacetylsphin- 
gosin in 50 cem Eisessig, fiigte 10 cem Methylacetat hinzu und leitete bei 0° bis 

5° Ozon ein. Nach etwa 2 Stdn. war die Ozonaufnahme beendet. Der gréBte 
Teil des Methylacetates wurde nunmehr im Vak. bei Zimmertemperatur ab- 
gedampft, und das Ozonid durch Zugabe von 8 ccm Perhydrol (Merck) zur Eis- 
essiglésung und 3tagiges Stehenlassen in einem Thermostaten bei 35° gespalten. 
Zur Zerstérung des tiberschiiss. Wasserstoffperoxydes wurde kurz aufgekocht 
und der Eisessig in einem Wasserbad von 70° iiber eine kleine Kolonne vorsichtig 
im Vak. abdestilliert. Die Kolonne wurde mit Chloroform ausgespiilt und dieses 
ebenfalls abdestilliert, wonach ein fast farbloser, ziher Sirup zurtickblieb, den man 
zweimal mit niedrig siedendem Petrolather (28—45°) je 2 Stdn. unter Riickflu8 
auskochte. Nach dem: jeweiligen Abdampfen des Petrolithers erhielt man daraus 
die Myristinsaure, die bereits nach einmaligem Umkristallisieren aus Aceton in 
feinen glinzenden Blattchen vom Schmp. 52,5—53,5° (Schmp. der reinen Myri- 
stinsiure 53—54°) und mit einer Ausb. von 1,95 g (91% d. Th.) kristallisierte. 

(,,4H.,0, Aquiv.-Gew. Ber. 228 Gef. 227,9 (228,7) 


Die in Petrolather nicht lésliche Triacetyl-dioxyaminobuttersdiure ist in 
Wasser léslich, war aber aus diesem nicht zur Kristallisation zu bringen. Die 
waBr. Lésung wurde deshalb zur Trockne gebracht, wobei ein klarer, schwach 
gelblich gefarbter, ziher Sirup zuriickblieb. Ausb. 1,85 g (75% d. Th.). 

Dioxyaminobuttersadure: Zur Abspaltung aller Acetylgruppen wurde 
lg Triacetyl-dioxyaminobuttersdure nach Klenk und Diebold? mit 
i0 cem 4-proz. absol. methanol. Salzsiure 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Durch 
anschlieBendes Eindampfen zur Trockne im Vak. und mehrfach wiederholtes 
Aufnehmen in etwa 10 ccm frischem Methanol und Abdampfen desselben unter 
vermindertem Druck konnte der gréBte Teil der Salzsiure entfernt werden. Zuriick 
blieb ein gelblich gefarbter, in der Kalte teilweise kristallin erstarrender Sirup, 
der in 20 cem warmem Wasser aufgenommen, !/, Stde. zum Sieden erhitzt, mit 
einer Spatelspitze Aktiv-Kohle versetzt und warm iiber wenig Kieselgur filtriert 
wurde. Die nunmehr klare, nur noch ganz schwach gelb gefarbte Lésung wurde 
alsdann zur Entfernung der noch vorhandenen Cl-Ionen mit frisch gefalltem 
Silberoxyd ausgeschiittelt. Nach Absaugen vom Silberchlorid entfernte man die 
in Lésung befindlichen Ag-Ionen iiber eine Saéule von 10g fein pulverisiertem 
Lewatit CNO und brachte die waBr. Lésung anschlieBend in gefrorenem Zustand 
zur Trockne. Nach Aufnahme in wenig heiBem Wasser kristallisierte beim Erkalten 
die Dioxyaminobutterséure in vollig farblosen, groBen, rechteckigen Tafeln. 
Ausb. 240 mg. Aus der Mutterlauge war nach Einengen auf das halbe Volumen 


* Anm. b.d.Korr.: Von der vor kurzem erschienenen Arbeit von J. Kiss, 
G. Fodor u. D. Banfi (Helv. chim. Acta 87, 1471 [1954]), nach welcher die 
erythro-Form vorliegen diirfte, haben wir jetzt erst Kenntnis erhalten. 
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und Stehenlassen im Kiihlschrank noch eine weitere Kristallisation (145 mg) zu 
erhalten. Die Gesamtausb. an Dioxyaminobuttersaure betrug demnach 
385 mg (75% d. Th., bez. auf Triacetyl-dioxyaminobuttersaure). 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvak. bei 50—60° itiber Diphosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

4,762 mg Sbst.: 5,470 mg CO,, 3,040 mg H,O. — 4,967 (3,053) mg Sbst.: 
3,285 (2,015) cem n/100-HCl. 

C,H,0,N-H,O (153,1) Ber. C 31,35 H 7,24 N 9,14 

Gef. C 31,33 H 7,15 N 9,23 (9,26) 

Bei der Bestimmung des «-Aminosaurestickstoffs> unter Verwendung des 
von Moubasher und Sina® beschriebenen Apparates spaltet die Substanz kein 
Kohlendioxyd ab. Der Drehwert stimmte mit dem friiher gefundenen Wert 
({a]j,: —33,45°) tiberein. 

22,310 mg ” zu 0,5010 g in Wasser (c = 4,453). Ablesung im 1-dm-Mikro- 
rohr bei 20° a: — 1,524°. 

[a]f: —34,2°, 

Bei der papierchromatographischen Priifung lauft die Substanz aufsteigend 
mit wassergesattigtem Phenol mit einem Rr-Wert von 0,25 auf genau der gleichen 
Hohe mit Serin. Die Farbung der Flecke mit Ninhydrin ist etwas blasser und 
mehr rotlich im Vergleich zu «-Aminoséuren. Auch mit Butanol-Eisessig-Wasser 
4:1:5 als mobiler Phase wurde sowohl fiir Dioxyaminobuttersaure als auch fiir 
Serin der gleiche Ry-Wert erhalten. 

Im Unterschied zu friiher? gemachten Angaben reagiert die Dioxyamino- 
buttersiure in waBr. Lésung schwach sauer und 14Bt sich mit n/20-KOH titrieren: 

Aquiv.-Gew. Gef. 154,8 (154,0) Ber. fiir C,H,O,N-H,O 153,12 

N-Acetyl-dioxyaminobuttersaure: Zur partiellen Verseifung der 
Triacetyl-dioxyaminobutterséiure wurde in Anlehnung an die Vorschrift 
von White! 1 g dieser Substanz mit 30 cem 10-proz. absolut methanol. Ammoniak 
versetzt und 24 Stdn. bei 35° stehen gelassen. Durch wiederholtes Abdampfen 
des Methanols im Vak. nach jeweiliger Zugabe von frischem Methanol konnte 
bereits ein groBer Teil des Ammoniaks entfernt werden. Der Riickstand wurde in 
50 cem Wasser aufgenommen, von einer geringen Menge ungeléster Substanz tiber 
wenig Kieselgur abfiltriert und die waBr. Lésung zur Entfernung der NH,-Ionen 
iiber eine Saule aus 30 g fein pulverisiertem Lewatit CNO filtriert. Nach Einengen 
der waBr. Lésung bis auf etwa 20 ccm im Vak. wurde sie in gefrorenem Zustand zur 
Trockne gebracht, wobei ein gelblich gefarbter, klarer, nicht kristallisierender Sirup 
mit einem Acetyl-Gehalt von 28,1°%* (15,61 mg Sbst.: 2,04 cem n/20-NaOH, 
entspr. 4,38 mg CH,CO (Acetylbestimmung nach Freudenberg in der von 
Bredereck! modifizierten Form)) zuriickblieb. 

Abbau der N-Acetyl-dioxyaminobuttersaure zu Serin: Zur Spaltung 
wurden 600mg N-Acetyl-dioxyaminobuttersiure mit 100 ccm warmer 
n/5-Bleitetraacetat-Eisessig-Lisung (das 2,5fache des theoretischen Ver- 
brauches) versetzt und 72 Stdn. bei 35° stehen gelassen. Der Verbrauch an Blei- 
tetraacetat betrug nach 72 Stdn. 119° d. Theorie (best. durch Titration des nicht 
umgesetzten Bleitetraacetats mit n/10-Na,S,0, nach Zugabe einer wir. Lésung 
von Kaliumjodid und Natriumacetat, mit Starkelésung als Indikator, in einer 
kleinen Probe des Ansatzes). Zur Oxydation des Spaltproduktes wurden an- 
schlieBend 4 ccm Perhydrol (Merck) hinzugefiigt und abermals 72 Stdn. bei 35° 
stehen gelassen. 

Nach anschlieBendem Einengen der Eisessiglésung auf ein Vol. von etwa 
100 cem im Vak. auf einem 40—50° warmen Wasserbad, entfernte man das tiber- 


* C,H, ,0;N, ber. 24,3%. 
® R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
10 Th. White, J. chem. Soc. [London] 1938, 1498. 
11H. Bredereck, Angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
4* 
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schiiss. Wasserstoffperoxyd durch Hydrierung mit Hilfe eines Palladium- und 
Platin-Katalysators. Nach beendeter Hydrierung wurde nun die Lésung im Vak. 
bis zur Sirupkonsistenz eingeengt und der Riickstand in 100 cem Wasser auf- 
genommen. Durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in die heiBe Lésung wurde 
das Blei als Bleisulfid ausgefallt und die iiber Kieselgur abgesaugte, waBrig-essig- 
saure Lésung anschlieBend im Vak. bis zur Sirupkonsistenz eingeengt, in 10 ccm 
Wasser aufgenommen und in gefrorenem Zustand iiber Schwefelsiure und Natrium- 
hydroxyd zur Trockne gebracht. Als Riickstand verblieben 460 mg eines gelb 
gefarbten, zahen Sirups. 

Die N-Acetyl-Verbindung spaltete man nunmehr mit 5 ccm 4-proz. absol. 
methanol. Salzsiure durch dreistiindiges Kochen unter RiickfluB. Nach méglichst 
vollstandiger Entfernung der Salzsaiure durch wiederholtes Abdampfen des Liésungs- 
mittels im Vak. und Wiederaufnehmen des Riickstandes in frischem Methanol 
léste man den Riickstand in Wasser, kochte die Lésung 30 Min. zur Verseifung 
etwa gebildeten Methylesters, entfernte die Cl-lonen mit Silberoxyd und die 
Ag- und NH,-Ionen mit Hilfe eines Kationenaustauschers (Lewatit CNO). 

Der nach Gefriertrocknung der Lésung verbliebene, teilweise fein kristallin 
erstarrte Sirup (315 mg) enthielt 89%, des Gesamtstickstoffes als «-Aminosaure- 
stickstoff (gef. Gesamt-N 11,21 (11,51), «-Aminosiure-N 9,81 (10,55)). _ 

Die Substanz wurde nun in 5ccm Wasser warm gelést und 1 cem Athanol 
in der Warme hinzugefiigt. Nach Anreiben bis zum Erkalten und mehrstdg. 
Stehenlassen im Kiihlschrank schied sich eine kleine Menge (35 mg) einer farb- 
losen Substanz in tafelf6rmigen Kristallen aus, die abgesaugt wurde. Es handelte 
sich der Hauptsache nach um nicht umgesetzte Dioxyaminobuttersaure (gef. 
N 9,72 (9,81), «-Aminosaure-N 2,12 (2,37)). 

Das Filtrat dieser ersten Kristallisation wurde wieder im Vak. zur Trockne 
gebracht, in 1 eem Wasser aufgenommen und mit 5 ccm warmem Athanol ver- 
setzt. Nach haufigem Anreiben und 5-tagigem Stehenlassen im Kiihlschrank schied 
sich Serin in sehr fein kristalliner Form ab. Durch Umkristallisieren aus Wasser- 
Athanol 1:2 wurden 165 mg (a) einer rein weiBen Substanz erhalten. Die Auf- 
arbeitung der Mutterlaugen fiihrte noch zu einer weiteren kristallinen Serin- 
fraktion (b) (60 mg). Ausb. insgesamt 225 mg oder 56° d. Theorie (bez. auf 
Triacetyl-dioxyaminobuttersaure). 

Zur Analyse wurden die Substanzen im Hochvak. iiber Diphosphorpentoxyd 
bei 56° getrocknet. 

a) 10,24 mg Sbst.: 12,85 mg CO,, 5,99mg H,O. — 4,218 (2,275) mg Sbst.: 
3,94 (2,17) cem n/100-HCI, entspr. 0,5516 (0,3038) mg Gesamt-N. — 3,795 
(3,560) mg Sbst.: 1,43 (1,36) cem /20-HCI, entspr. 0,5005 (0,4760) mg 
x-Aminosaure-N. 

12,06 mg Sbst.: 15,20 mg CO,, 7,20mg H,O. — 3,135 (3,959) mg Sbst.: 

2,90 (3,64) cem »/100-HCI, entspr. 0,4060 (0,5096) mg Gesamt-N. — 4,760 

(4,275) mg Sbst.: 1,73 (1,58) cem n/20-HCl, entspr. 0,6055 (0,5530) mg 

a«-Aminosaure-N. 

C,H,0,N (105,1) Ber. C 34,26 H 6,71 N 13,32 «-Aminosaure-N 13,32 
Gef. a) C 34,25 H6,55 N 13,10 «-Aminosaure-N 13,19 


_ 
~— 


13,31 13,38 
b) C 34,39 H 6,68 N 12,95 «-Aminosaure-N 12,73 
12,90 12,95 


Beide Serinfraktionen sind schwach linksdrehend. 
28,240 (a) bzw. 20,537 (b) mg in Wasser zu 0,5011 bzw. 0,6010 g gelést, 
1-dm-Mikrorohr bei 20°, «: —0,188° bzw. —0,137°. 


[x]f,: —3,34° baw. —4,01°. 
Spezif. Drehung von reinem L(-)-Serin: [o]7: — 6,83°. 


Die Substanz verhalt sich papierchromatographisch wie Serin, und zwar 
ergeben sich sowohl mit wassergesattigtem Phenol wie auch mit Butanol-Eisessig- 
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Wasser als mobile Phase dieselben Rr-Werte wie mit dieser Aminosaure. Aller- 
dings sind Gemische von Serin und Dioxyaminobutterséure wegen der ahnlichen 
Ry-Werte papierchromatographisch nicht zu trennen. 

Es zeigte sich aber, daB8 auf papierelektrophoretischem Wege die Trennung 
méglich ist. Selbst eine Beimengung von kleinen Mengen Dioxyaminobuttersaure 
zum Serin ist, wie das Chromatogramm 1 zeigt, noch mit groBer Sicherheit zu 
erkennen. Demgegeniiber verhalt sich das als Abbauprodukt des Sphingosins 
erhaltene Serin papierelektrophoretisch einheitlich (siehe Chromatogramm 2). 
Insbesondere diirfte eine Verunreinigung mit Dioxyaminobuttersdéure auszu- 
schlieBen sein. 





























Papierelektrophorese nach GraBmann!*. Puffer: n-Essigséure (pu 2,4), 
1mA, 300 V, 4!/, Stdn. 
Chromatogramm I: 1-proz. +0,1-proz. Lésungen von Serin (1) bzw. Dioxyamino- 
buttersaure (2) (1:1). 
Chromatogramm IT: 1-proz. Lésung von Serin aus Sphingosin (Priap. a). 
Chromatogramm IIT: 0,1-proz. Lésung von Dioxyaminobuttersiure aus Sphingosin. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Fonds fiir Chemie unterstiitzt. 
Frau L. Gebhard danken wir fiir die Hilfe bei der Darstellung des Ausgangs- 
materials. 
Zusammenfassung 


Eine vereinfachte Methode zur Darstellung der linksdrehenden 
Dioxyaminobuttersiure aus Triacetylsphingosin wird beschrieben. Der 
weitere Abbau der Oxyaminosiure auf dem Wege iiber die N-Acetyl- 
Verbindung und deren Spaltung mit Bleitetraacetat fiihrt zu | (—)-Serin. 

Auf Grund der neuen Befunde kommt der Saure die Konstitution 
einer «,y-Dioxy-f-amino-buttersaure zu. 


Summary 


A simplified method of preparation of the laevorotatory dihydroxy- 
aminobutyric acid obtained from triacetylsphingosine is described. 
Further degradation of the acid by cleavage of its N-acetyl-derivative 
with lead tetraacetate leads to L(—)-serine. On the basis of the new fin- 
dings the acid is considered to be an « :y-dihydroxy-f-aminobutyric acid. 


2 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]. 
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Unterschiede im elektrophoretischen Verhalten 
von Peptidasen aus nermalen und neoplastischen Geweben 


Von 
A. Vescia 
Aus dem Istituto di Fisiologia Umana der Universitit Neapel, Italien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1954) 


Aus friiheren Untersuchungen? ? geht hervor, daB die Aktivitit 
einiger Peptidasen durch die Anwesenheit einer Aminosaure beeinflubt 
wird, wenn letztere eine dem hydrolysierten Peptid entgegengesetzte 
sterische Konfiguration hat. Diese Beeinflussung ist, sehr verschieden, 
je nachdem ob als Enzymquelle ein normales oder neoplastisches Gewebe 
Verwendung findet. So wird die, einem normalen Gewebe entzogene 
Leucyl-Peptidase (Substrat L-Leucyl-glycin) durch das D(-+-)-Leucin 
gehemmt, wahrend das gleiche aus neoplastischen Geweben stammende 
Ferment unter gleichen experimentellen Bedingungen aktiviert wird. 
Ahnliche Erscheinungen kénnen auch bei der enzymatischen Hydrolyse 
des Glycyl-L-leucins beobachtet werden. 

Die antagonistische Wirkung des D(-+)-Leucins hinsichtlich der 
Peptidase-Aktivitét normaler und neoplastischer Gewebe kann man 
vielleicht so erklaren, daB die Enzyme aus den beiden Gewebearten sich 
im Bau der Molekiilgruppierungen unterscheiden, mit welchen jeweils 
die Aminosauren reagieren. 

In der Absicht, diese Hypothese durch entsprechende Untersuchun- 
gen zu bestatigen, habe ich das elektrophoretische Verhalten der teil- 
weise gereinigten Leucyl-Peptidase sowohl bei normalen als auch bei 
neoplastischen Geweben nach Zugabe von D(-+-)- und I (—)-Leucin unter- 
sucht. Es hat sich dabei herausgestellt, da das D(+)-Leucin Veriande- 
rungen des elektrophoretischen Bildes hervorruft, die bei normalen und 
neoplastischen Geweben vollstandig verschieden sind. Bei Anwendung 
des |(—)-Leucins dagegen sind die elektrophoretischen Abweichungen 
bei beiden Geweben identisch. 


Teehnik und Resultate 


Normales menschliches Gewebe wurde in Form von Placentagewebe ver- 
wendet, Dieses ist reich an Peptidasen und andererseits das am leichtesten erhalt- 
liche menschliche Gewebe. Unmittelbar nach erfolgter Geburt wurde die Placenta. 
im Eis eingeschlossen, ins Laboratorium gebracht. In flie8endem Wasser wurde 
sie volistandig vom Blut befreit und dann — nach Entfernung der Membran - 
in Kalte fein zerschnitten. Das gewogene Material wurde bei 0° mit einer gewichts- 


1 A. Vescia, A. Albano u. A. Iacono, Nature [London] 170, 804 [1952]. 
* A, Vescia, A, Albano u. A. Iacono, diese Z, 298, 216 [1953]. 
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miBig entsprechenden Menge dest. Wassers homogenisiert und die tiberstehende 
Fliissigkeit, nach Zentrifugierung aufgehoben. Man wiederholte diesen Arbeits- 
gang und behandelte die vereinigten waBrigen Extrakte nach Smith und Berg- 
mann’, was zum Praparat C dieser Autoren fiihrte, in dem die Leucyl-Peptidase 
teilweise gereinigt vorlag. 

Dieses Praparat kann bei 0° unter Toluol mehrere Wochen aufbewahrt werden, 
ohne seine Aktivitaét einzubiiBen. Es wurden 30 Experimente mit Placentagewebe 
durchgefihrt. Einer gleichen Behandlung wurden menschliche, neoplastische Ge- 
webe unterworfen. Nach dem chirurgischem Eingriff wurden diese unverziiglich 
in Kis tibergefiihrt. AuBerordentlich harte Gewebe wurden vor dem Homogenisieren 
in kleine Stiicke geschnitten und 24 Stdn. in etwas dest. Wasser unter Toluol im 
Kiihlschrank aufbewahrt. Untersucht wurden: 7 Brust-Carcinome, 2 Magen- 
Carcinome, 1 Peritoneal-Carcinom, 1 Rectal-Carcinom und 2 Bein-Sarkome. AuBer- 
dem sind 2 Experimente an Uterus-Fibromen durchgefiihrt worden*. 

Die so gewonnenen Praparate wurden 36 Stdn. bei 0° gegen Phosphat- oder 
Veronal-acetat-Puffer (Ionenstarke 0,1) dialysiert, bevor diese elektrophoretisch 
gepriift wurden. Da wo die Wirkung des p(+)-Leucins untersucht werden sollte, 
fand speziell der Phosphatpuffer Verwendung, wahrend bei Proben mit L(—)-Leucin 
Veronalpuffer angewandt wurde, da im letzteren Fall MnSO, beigefiigt werden 
muBte, das bekanntlich bei Anwesenheit von Phosphationen ausfallt. 

Die elektrophoretischen Messungen wurden mit einem von der Firma Perkin 
Elmer Corp. hergestellten Apparat nach Tiselius (Mod. D. U.) ausgefiihrt. 
Verwendet wurde eine ZellengréBe von 2 m/ und das optische System ,,Schlieren- 
Scanning“ bei 2°. 

Die verwendeten Aminosauren und Peptide lieferte die Firma Hoffmann- 
La Roche, Basel. (L(—)-Leucin [a]? : —10.7;  v(+)-Leucin [x]? : + 10.8; 
Lésungsmittel Wasser). 

Die Priifung der enzymatischen Aktivitaét erfolgte mit der schon friiher? be- 
schriebenen Methode. Die Hydrolyse wurde verfolgt mittels Titrierung der freien 
Carboxylgruppen mit alkoholischer Kalilauge nach Angaben von Gramann 
und Heyde‘. 

Mit einem Cambridge-pyH-Meter wurde das pH gemessen; die Bestimmung 
des Stickstoffs erfolgte nach dem Mikro-Kjeldahl-Verfahren. 


Enzymatische Aktivitat 
des gereinigten Placenta-Extraktes (Prap. C) 


Nach Smith und Bergmann? enthalt das aus der Darmschleim- 
haut gewonnene Priparat © gréBtenteils Leucyl-Peptidase, da andere 
Peptidasen im Laufe des Réinigungsprozesses entfernt werden. Bei Ver- 
wendung von Leucyl-glycin (das mit dem Leucinamid zusammen das 
spezifische Substrat der Leucyl-Peptidase darstellt) als Substrat haben 
die beiden Autoren beobachten kénnen, daB der proteolytische Koeffi- 
zient (Beziehung zwischen der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 
erster Ordnung und der in Milligrammen N ausgedriickten Enzymkon- 
zentration) vom Rohpraparat zum gereinigten Priparat (Praparat C) 


3 E.L. Smith u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 158, 627 [1944]. 

4 W.GraBmann u. W. Heyde, diese Z. 188, 32 [1929]. 

* Die neoplastischen Gewebe wurden mir freundlicherweise vom ,,[stituto 
per la cura dei Tumori, Fondazione Pascale," iiberlassen; die histologischen 
Kontrollen sind von Prof. P. Verga ausgefiihrt worden, dem ich an dieser Stelle 
herzlich danken méchte. 
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von 0,062 bis 2,1 steigt. Der proteolytische Koeffizient der andern unter- 
suchten Peptidase-Aktivitaéten wird dagegen im Laufe der Reinigung 
fortschreitend kleiner. Im Falle der Hydrolyse des Glycyl-L-leucins z. B., 
das durch eine von der Leucyl-Peptidase verschiedene Peptidase ge- 
spalten wird, sinkt der proteolytische Koeffizient von 0,034 auf 0,012 
vom rohen zum gereinigten Praparat. 

Die Aktivitét des aus der Placenta gewonnenen Praparates C ist 
sehr verschieden von derjenigen des aus der Darmschleimhaut gewonne- 
nen Praparates. Die Placenta besitzt nicht nur eine sehr aktive Leucy!- 
Peptidase (proteolytischer Koeffizient = 1,36), sondern zeigt auch eine 
bemerkenswerte hydrolytische Aktivitét gegeniiber dem Glycyl-L- 
leucin. Bei diesem Peptid steigt der proteolytische Koeffizient vom Roh- 
praparat zum Praparat C von 0,063 bis 1,00. Aus den in Tab. 1 gegebenen 
Daten ist weiter ersichtlich, daB der héchste Aktivitatsgrad der Leucyl- 
Peptidase erreicht wird, wenn das gereinigte Enzym bei Anwesenheit 
von Mn wahrend 3—4 Stdn. einer Temperatur von 40° ausgesetzt wird. 
Die starkste hydrolytische Wirkung auf das Glycyl-L-leucin dagegen 
erhalt man ohne Mn bei Anwendung von Phosphat-Puffer. Wenn dieses 
Enzym ohne Mn wihrend 3—4 Stdn. bei 40° gehalten wird, verliert es 
teilweise seine Aktivitat (siehe Tab. 1). 


Tab. 1. Peptidase-Aktivitat von Praparat C aus Placenta. Hydrolyse von L(—)- 

Leucyl-glycin in Anwesenheit von 0,01-m. MnSO, (Veronal-acetat-Puffer). Keine 

Zugabe von MnSO, in den Versuchen mit Glycyl-L-leucin (Phosphat-Puffer). 

A = Versuche ohne Inkubation, B = nach 3-stdg. Inkubation des Praparates 
bei 40°. Total-N = 13y/ml. Substrat-Konzentration = 0,025-m. 











Substrat Zeit in Min. | Hydrolyse in °% | Proteolyt. Koeffizient 
A | u-Leucyl-glycin 
15 19 0,46 
30 34 0,46 
45 50 0,50 
Glycyl-L-leucin 
10 25 1,00 
20 46 1,00 
30 63 1,00 
B | t-Leucyl-glycin 
10 34 1,31 
20 56 1,36 
30 70 1,35 
Glyeyl-L-leucin 
10 21 0,76 
30 49 0,76 
60 75 0,77 














Das unterschiedliche Verhalten von Darmschleimhaut und Placenta 
ist nicht eingehend studiert worden, da dies thematisch auBerhalb der 
vorliegenden Untersuchung lag. 
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Elektrophoretische Priifung des Priparates C aus Placenta 
im Phosphatpuffer mit und ohne Zugabe von D(+)-Leucin 


Durch die elektrophoretische Priifung des aus der Placenta stam- 
menden Priparates C im Phosphatpuffer (Ionenstirke 0,1) bei pu 7,4 und 
pu 6,1 konnten 4 Komponenten nachgewiesen werden (Abb. 1 A und C). 
Nach erfolgter Elektrophorese wurde die Proteinlésung ohne Verlust 
nach der im Handbuch der Perkin Elmer Corp. angegebenen Technik 
zurickgewonnen. Unter stindigem Riihren (15 Min. bei 38°) wurde 
D(+)-Leucin in fester Form beigefiigt. Nach vollstandiger Auflosung 
wiederholte man die elektrophoretische Priifung. Um feststellen zu 
kénnen, welche Aminoséure-Konzentration optimal mit dem Protein 
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Abb. 1. Elektrophorese von Praparat C aus Placenta. Total-N 480 y/ml. 
Phosphatpuffer 0,1. Absteigender Ast. — A= py 7,40 Potential-Gradient 
4,62 Volt/em; Zeitdauer 9,600 Sek. — B = wie A, mit D(+)-Leucin, 0,02-m.; 
Zeitdauer 9,120 Sek. — C = px 6,10 Potential-Gradient 5,49 Volt/em; Zeitdauer 
9,400 Sek. — D = wie C, mit p(+)-Leucin 0,02-m.; Zeitdauer 9,320 Sek. 


reagiert, wurden einige orientierende Versuche angesetzt. Dabei stellte 
sich heraus, daB die optimale Konzentration je nach der Konzentration 
der Proteinlésung variiert. Die besten Resultate wurden erzielt, wenn 
die Aminosaure eine Endkonzentration von 0,02-m. und die Proteinlésung 
eine solche von 500 yN/ml hatten. Einige Proben wurden durchgefihrt, 
bei denen der Enzym-Extrakt nach Beifiigen der Aminoséure wahrend 
36 Stdn. gegen Puffer dialysiert wurde, der die Aminosiure in gleicher 
Endkonzentration enthielt. Die erhaltenen Resultate sind vergleichbar 
mit denjenigen aus Versuchen, in denen die Aminosaure direkt in der 
gegen Puffer ohne Aminosiure dialysierten Proteinlésung gelést wurde. 

Die elektrophoretischen Proben mit Phosphatpuffer bei px 7,4 und 
6,1 vor und nach Beifiigen von D(+)-Leucin sind in Abb. 1 wiederge- 
geben. In Tab. 2 sind die Wanderungsgeschwindigkeiten der 4 Kompo- 
nenten des Priparates C aus Placenta ohne und mit D(-+)-Leucin ent- 
halten. Die Mobilitét der Proteinlésung ist bei beiden pu-Werten immer 
anodisch. 

Aus den Daten der Tab. 2 geht klar hervor, daB die Wanderungs- 
geschwindigkeit der drei ersten Komponenten nach Hinzufiigen des 
D(+)-Leucins sowohl bei px 7,4 als auch bei px 6,1 keine Verinderung 
erfahrt. Die 4. Komponente jedoch wird bei px 7,4 durch das beigege- 
bene D(+)-Leucin stark verlangsamt. Bei pu 6,1 hingegen vergrdBert 
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Tab. 2. Elektrophoretische Mobilitét von gereinigtem Praparat C aus Placenta 
in cm? Volt —! Sek. —! x 10-5. Puffer: NaH,PO,, Na,.HPO,:12H,0O, NaCl. 
Ionenstarke 0,1. 























1. Komp. 2. Komp. 3. Komp. 4. Komp. 
pu 7,40 
Ohne p-Leucin. . . . — 7,10 — 4,90 - 3.82 ie, 
Mit p-Leucin. ... . — 7,01 — 4,88 — 3,81 — 0,86 
pu 6,10 
Ohne p-Leucin. .. . — 5,39 — 3,77 2,80 — 0,85 
Mit p-Leucin. . . . . — 5,30 — 3,87 — 2,88 “ 


sich die Wanderungsgeschwindigkeit der 4. Komponente derart, dal 
diese sich mit der 3. vermischt und von der 3. ——— nicht mehr 
unterschieden werden kann. 

Interessant ist die Feststellung, wonach die letzte Komponente 
der mit D(+)-Leucin bei px 7,4 versetzten Probe (Abb. 1B) einen be- 
trichtlich gr6Beren Bereich beansprucht als die entsprechende Kom- 
ponente, der keine Aminosiure beigefiigt wurde (Abb. 1 A). Dies kénnte 
vermuten lassen, daB es sich hier nicht um eine wirkliche Komponente 
handelt, sondern um eine Anomalie, da ja das Hinzufiigen der Amino- 
siure zur Proteinlésung den Konzentrationsunterschied der Ionen 
zwischen der Loésung und dem Puffer vergréBert. Dieser Interpretations- 
mdéglichkeit stehen jedoch folgende Tatsache entgegen: 

1. In den bei px 6,1 durchgefiihrten Versuchen und in allen Proben, 
bei denen enzymatische Extrakte aus neoplastischen Geweben Verwen- 
dung fanden, welche keine Verlangsamung der letzten Komponente 
durch Beifiigen des D(+)-Leucins (Abb. 3B und D) zeigen, konnte nie 
eine Anomalie beobachtet werden. 

2. Die gepriifte Komponente hat eine klare, wenn auch kleine Mobi- 
litait, waihrend die elektrophoretischen Anomalien bekanntlich unbeweg- 
lich sind, 

3. Auch bei Proben, bei denen die Proteinlésung zuerst in dem die 
Aminosiaure enthaltenden Puffer (siehe oben) dialysiert wurde, d. h. wo 
der Unterschied der Salzkonzentration zwischen Puffer und Protein- 
lésung unverandert bleibt, konnten ahnliche Phinomene beobachtet 
werden, wenn auch in verkleinertem Mafstab. Es ist deshalb méglich, 
daB die VergréBerung des Bereiches der letzten Komponente bei Zu- 
gabe von D(+)-Leucin nur teilweise auf einer elektrophoretischen Ano- 
malie beruht, sondern auf der Anwesenheit einer einer solechen Anomalie 
entsprechenden wahren Protein-Komponente, deren Wanderungsge- 
schwindigkeit durch die Beigabe der Aminosiure stark verlangsamt wird. 


Diese Annahme konnte durch die Isolierung der Komponente und 
durch das Studium ihrer enzymatischen Aktivitat bestatigt werden. 








Bd. 299 (1955) Peptidasen aus normalen und neoplastischen Geweben 59 


Isolierung der langsamsten Komponente 


Die Tatsache, daB von den 4 elektrophoretischen Komponenten 
des aus der Placenta gewonnenen Praparates C nur die letzte Veriande- 
rungen der Mobilitét infolge Zufiigens von D(+)-Leucin erfahrt, lieB 
vermuten, da gerade in dieser Komponente das zu untersuchende 
Enzym vorhanden sei: Auch Smith® hatte bei Praparat C aus Darm- 
schleimhaut beobachtet, daB die langsamste Komponente die aktive 
Peptidase aufwies. Zur Bestitigung dieser Hypothese habe ich in der 
gleichen elektrophoretischen Zelle bei px 7,4 die letzte Komponente der 
Probe mit beigefiigtem D(-+)-Leucin von den 3 anderen getrennt unter 
Ausnutzung der groBen Unterschiede der Wanderungsgeschwindigkeiten. 
Zu diesem Zweck wurde solange Strom durchgeschickt, bis die drei 
raschesten Komponenten vollstandig aus dem Bereich des absteigenden 
Astes der Zelle verschwunden waren. Nach 7 Stdn. wurde der Strom 
unterbrochen und der zentrale Teil der Zelle unter Anwendung der von 
der Perkin Elmer Corp. angegebenen Technik von den beiden anderen 
Teilen getrennt. Mittels einer mit einer langen Nadel versehenen Spritze 
wurde der ganze Inhalt des absteigenden Astes der Zelle aufgesogen. 
Die so gewonnene Lésung enthielt nur die 4. Komponente des Prapa- 
rates C. Ein gleicher Teil dieser L6sung wurde fiir die Messung der hydro- 
lytischen Aktivitét reserviert unter Verwendung von Glycyl-L-leucin 
als Substrat. Zur Messung ihrer enzymatischen Wirkung auf das L- 
Leucyl-glycin wurde die Lésung bis zur vollstandigen Entfernung der 
Phosphate dialysiert. Vor der Messung der hydrolytischen Aktivitiat 
wurde die Lésung bei pu 7,8 und in Anwesenheit von 0,001-m.MnSO, 
wahrend 3 Stdn. einer Temperatur von 38° ausgesetzt. 


Tab. 3. Aktivitaét der 4. Komponente von Praparat C aus Placenta. Hydrolytische 

Spaltung von L(—)-Leucyl-glycin und Glycyl-L(—)-leucin. Substrat-Konzentration 

0,025-m.; pu 7,40, 39°. Total-N = 10 y/ml in den Versuchen mit L(—)-Leucyl- 
glycin; 5y/ml in den Versuchen mit Glycyl-L(—)-leucin. 





Substrat Zeit in Min. | Hydrolyse in % | Proteolyt. Koeffizient 





L(—)-Leucyl-glycin 
0,15 


~ 


30 


1 
60 17 0,13 
90 25 0,13 
Glycyl-L(—)-leucin 
10 48 5,62 
20 64 5,28 











30 96 


Wie Tab. 3 zeigt, weist die 4. Komponente des Priparates C gegen- 
iiber Glycyl-! -leucin eine starke enzymatische Aktivitaét auf. Diese Ak- 
tivitét ist kleiner, wenn als Substrat L-Leucyl-glycin dient. Damit ist 
nachgewiesen, da die 4. Komponente des Praparates C aktive Pepti- 
dase enthalt. Wahrscheinlich sind zwei verschiedene Peptidasen vor- 
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handen, von denen die eine das Glycyl-L-leucin und die andere das L- 
Leucyl-glycin hydrolysiert. Die letztgenannte Aktivitaét wird durch dic 
Elektrophorese teilweise zerstort. 


Proben mit hinzugefiigtem L(—)-Leucin 


Wird einem gereinigten Priparat aus Placenta im Phosphatpuffer 
L-Leucin beigefiigt, so erfaihrt das elektrophoretische Bild keine Ver- 
anderung. Ich habe jedoch untersuchen wollen, ob ein gleichzeitiges 
Hinzufiigen von L(—)-Leucin und MnSO, zu irgend einer Verinderung 
fiihrt. Das Mn++ ist bekanntlich das Coenzym der Leucyl-Peptidase 
und nach Smith‘ soll im Falle des Praparates C aus Darmschleimhaut 
das Mn-Ion allein schon Verinderungen der elektrophoretischen Mobili- 
tat hervorrufen. Verwendet wurde Veronal-acetat-Puffer (Ionenstarke 
0,1) bei px 7,4 und bei pu 6,1. Die Konzentration des beigefiigten Mn 
war die gleiche wie im Falle einer gleichzeitigen Beigabe von Mn und 
Aminosaure. Unter genau den gleichen experimentellen Bedingungen 
konnten aber keine Verainderungen des elektrophoretischen Bildes beob- 
achtet werden. In Abb. 2 und Tab. 4 sind die Resultate einer typischen 
mp Santee Priifung der Praparate aus Placenta mit und ohne 

L(—)-Leucin und MnSO, angegeben. 


7 


Abb. 2. Elektrophorese von Praparat C aus Placenta. Total-N 525 y/ml. Vero- 

nal-acetat-Puffer 0,1. Absteigender Ast. — A = py 7,40 Potential-Gradient 

4,01 Volt/em; Zeitdauer 7,980 Sek. — B = wie A, mit L(—)-Leucin, 0,02-m.; 

MnSO,, 0,01-m.; Zeitdauer 8,120 Sek. — C= py 6,10 Potential-Gradient 4,95 

Volt /em; Zeitdauer 8,120 Sek. — D = wie C, mit L(—)-Leucin, 0,02-m.; MnSO,, 
0,01-m.; Zeitdauer 9,250 Sek. 














Tab. 4. Elektrophoretische Mobilitaét von gereinigtem Praparat C aus Placenta 
in em? Volt~! Sek-! x 10-5. Puffer: Veronal-acetat, [onenstarke 0,1. Leucin 0,02-m. 




















1. Komp. | 2. Komp. 3. Komp. 
pu 7,40 
Ohne L(—)-Leucin — 5,79 — 3,60 — 2,74 
Mit 1(—)-Leucin — 5,87 — 3,58 — 1,86 
pu 6,10 
Ohne 1L(—)-Leucin — 4,62 - 3,16 — 2,18 
Mit L(—)-Leucin — 4,65 - 3,23 1,79 


5 E.L. Smith, J. biol. Chemistry 168, 15 [1946]. 
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Aus diesen Daten geht hervor, daB das Praparat C bei Anwendung 
von Veronal-acetat-Puffer nur 3 Komponenten aufweist. Diese Beob- 
achtung stimmt nicht mit den mit Phosphatpuffer gemachten Feststel- 
lungen iiberein. Durch die Beigabe von L(—)-Leucin und Mn wird die 
Wanderungsgeschwindigkeit der letzten Komponente bei einem py, von 
7,4 verlangsamt. Nicht so ausgesprochen, aber doch vorhanden, ist die 
Verlangsamung bei py, 6,1. Die Wanderungsgeschwindigkeiten der an- 
deren, rascheren Komponenten erfahrt durch das Hinzufiigen von L(—)- 
Leucin keine Veranderung. 


Proben mit gereinigten Extrakten aus neoplastischen 
Geweben 


Wirkung des D(+)-Leucins 


Gleiche Proben sind von gereinigten Extrakten (Priparat C) von 
neoplastischen Geweben hergestellt worden. Je nach der Art des ver- 
wendeten Gewebes (siehe Abb. 3) kénnen in Phosphatpuffer (px 7,4 
und 6,1) 3 oder 4 Komponenten festgestellt werden. Auch im Falle neo- 
plastischer Gewebe ist es die Mobilitaét der langsamsten Komponente, 


in ; " : 
i 


_— a 

Abb. 3. Elektrophorese von Praparat C aus einigen neoplastischen Geweben. 
Phosphatpuffer 0,1. — A= pH 7,40. Brust-Carcinom. Absteigender Ast. 
Total-N 520y/ml. Potential-Gradient 4,36 Volt/cm; Zeitdauer 8,820 Sek. — 
B = wie A, mit p(+)-Leucin 0,02-m.; Zeitdauer 8,920 Sek. — C = px 7,40. 
Bein-Sarkom. Ansteigender Ast. Total-N 490y/ml. Potential-Gradient 
4,90 Volt/cm; Zeitdauer 7,250 Sek. — D = wie C, mit p(+)-Leucin 0,02-m.; Zeit- 
dauer 7,120 Sek. — E= py 6,10. Peritoneal-Carcinom. Absteigender Ast. 
Total-N 405 y/ml. Potential-Gradient 5,75 Volt/em; Zeitdauer 9,000 Sek. — 
F = wie E, mit p(+)-Leucin 0,02-m.; Zeitdauer 8,760 Sek. — G= pq 7,40. 
Uterus-Fibrom. Ansteigender Ast. Total-N 550y/ml. Potential-Gradient 


4,88 Volt/em; Zeitdauer 7,260 Sek. — H = wie G, mit p(+)-Leucin 0,02-m.; 
Zeitdauer 7,260 Sek. 
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Tab. 5. Elektrophoretische Mobilitét von gereinigtem Praparat C aus einigen 
neoplastischen Geweben in cm? Volt~! Sek.~! x 10-5. Phosphatpuffer 
Ionenstirke 0,1. 











| iE Komp,| 2. Komp. | 3. Komp.| 4 Komp. 
pu 7,40 7 
Brust-Carcinom 
Ohne p(+)-Leucin — 5,00 — 2.70 — 0,99 
Mit p(+)-Leucin — 5,08 2,81 — 1,87 
Bein-Sarkom 
Ohne D(+)-Leucin — 8,48 7,00 — 5,32 — 2,40 
Mit p(+)-Leucin — 8,60 6,93 — 5,21 — 4,51 
Uterus-Fibrom 
Ohne pD(-+)-Leucin — 7,81 5,95 — 4,88 — 2,60 
Mit p(+)-Leucin 7,98 6,01 — 5,30 ~ 1,40 
pu 6,10 ; 
Peritoneal-Carcinom 
Ohne p(+)-Leucin — 6,28 2.80 0,63 
Mit p(+)-Leucin 6,30 2,78 0,18 

















die durch Zugabe von D(-+-)-Leucin veraindert wird, jedoch in entgegen- 
gesetzter Richtung wie bei Placentageweben: In alkalischem Milieu ver- 
gréBert hier das D(+)-Leucin die Wanderungsgeschwindigkeit der letz- 
ten Komponente, wahrend bei px 6,1 die Wanderungsgeschwindigkeit 
verringert wurde. Abb. 3 gibt die Daten wieder, die aus entsprechenden 
Untersuchungen an Brust-Carcinomen, Peritoneal-Carcinomen, Bein- 
Sarkomen und vergleichshalber bei einem Uterus-Fibrom gewonnen 
wurden. Beim Bein-Sarkom 1aBt Abb. 3C und D klar erkennen, wie die 
Wanderungsgeschwindigkeit der letzten Komponente, auf Grund der 
Wirkung des D(+-)-Leucins, derart verstarkt wird, da8B es zu einer Ver- 
schmelzung der 3. und 4. Komponente kommt. Tab. 5 zeigt die Mobili- 
tatswerte der Komponenten der verschiedenen in Abb. 3 erwahnten 
Proben. 


Wirkung des L(—)-Leucins und MnSO, 


Die Wirkung des L(—)-Leucins und Mn** auf die Elektrophorese 
eines aus einem Magen-Carcinom und einem Rectal-Carcinom stammen- 
den Praparates C ist aus Abb. 4 und Tab. 6 ersichtlich. 

Aus diesen Daten geht hervor, daB die Mobilitits-Verinderungen 
der langsamsten Komponente — hervorgerufen durch die Wirkung des 
L(—)-Leucins — identisch sind mit den bei Placenta beobachteten Ver- 
anderungen. Diese Verringerung der Wanderungsgeschwindigkeit erfolgt 
sowohl bei pu 7,4 als auch bei pu 6,1. Es ist ebenfalls zu beachten, dais 
die Probe aus dem Magen-Carcinom (Abb. 4A) ohne Zugabe der Amino- 
siure 3 Komponenten aufweist. Nach dem Hinzufiigen des L(—)-Leucins 








Bd. 299 (1955) Peptidasen aus normalen und neoplastischen Geweben 63 


erscheint eine 4. Komponente, die langsamer ist, und gleichzeitig zeigt 
auch die 3. Komponente eine verringerte Wanderungsgeschwindigkeit, 
verglichen mit der Probe ohne L(—)-Leucin (Tab. 6). Daraus geht klar 
hervor, daB in der 3. Komponente der Kontrollprobe 2 Proteine mit 


ae re "nd 
c D 
—— nares. 











Abb. 4. Elektrophorese von Praiparat C aus einigen neoplastischen Geweben. 
Veronal-acetat-Puffer 0,1. — A= pH 7,40. Magen-Carcinom. Ansteigender 
Ast. Total-N 518 y/ml. Potential-Gradient 4,43 Volt/cm; Zeitdauer 9,060 Sek. — 
B = wie A, mit t(—)-Leucin, 0,02-m.; MnSO,, 0,01-m.; Zeitdauer 8,860 Sek. 
C= px 6,10. Rectal-Carcinom. Absteigender Ast. Total-N 200 y/ml. 
Potential-Gradient 4,98 Volt/em; Zeitdauer 10,080 Sek. — D = wie C, mit 
L(—)-Leucin 0,02-m.; MnSO,, 0,01-m.; Zeitdauer 10,080 Sek. 


Tab. 6. Elektrophoretische Mobilitat von Praparat C aus einigen neoplastischen 
Geweben in cm? Volt-! Sek.~! >. 1075. Puffer: Veronal-acetat, Ionenstirke 0,1. 
L(—)-Leucin 0,02-m. 





| 1. Komp. | 2. Komp. | 3. Komp. | 4. Komp. 








pu 7,40 
Magen-Carcinom 
Ohne 1t(—)-Leucin — §,27 — 4,42 - 3,83 - 
Mit 1L(—)-Leucin — 5,26 — 4,47 — 2,86 — 2,10 
pu 6,10 
Rectal-Carcinom 
Ohne 1L(—)-Leucin 4,53 — 2,36 — _ 
Mit L(—)-Leucin — 4,42 — 1,86 _ — 

















gleicher Wanderungsgeschwindigkeit vorhanden waren. Durch das Hin- 
zufiigen der Aminosiure jedoch wird eine der beiden Komponenten ver- 
langsamt unter gleichzeitiger teilweise Verringerung der Mobilitit der 
anderen. 


Proben mit verschiedenen pH-Werten 


Die bei anderen py-Werten (7,8 und 8,4) durchgefiihrten Versuche 
ergaben keine nennenswerte Verainderung des elektrophoretischen Bildes, 
weshalb sie nicht eingehender behandelt werden. 
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Diskussion 


Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daB die Wechselwirkung zwi- 
schen dem D(-+-)- und L(—)-Leucin einerseits und den Peptidasen ande- 
rerseits elektrophoretisch an einem teilweise gereinigten Enzympraparat 
demonstrierbar ist. Diese Wechselwirkung ist spezifisch, da die anderen 
im Praparat vorhandenen Proteine nicht beeinflu&t werden. Bei Prapa- 
raten aus normalem, menschlichem Gewebe (Placenta) in einem leicht 
alkalischen Milieu (pu 7,4) bewirkt das Hinzufiigen von D(-+)-Leucin 
eine merkliche Verlangsamung der elektrophoretischen Wanderungs- 
geschwindigkeit der Peptidase. Bei Priparaten aus menschlichen, neo- 
plastischen Geweben hingegen erhéht das hinzugefiigte D(-+-)-Leucin 
die Wanderungsgeschwindigkeit. In saurem Milieu (px 6,1) wirkt das 
D(+)-Leucin entgegengesetzt, d. h. im Priparat aus normalem Gewebe 
erhdht es die elektrophoretische Mobilitat der Peptidasen und verringert 
diese im Falle neoplastischer Gewebe. Auch die Wechselwirkung des 
L(—)-Leucins — bei gleichzeitiger Anwesenheit von Mn*+ verandert 
die elektrophoretische Mobilitat, jedoch bei Praiparaten aus normalen 
und neoplastischen Geweben gleichartig. In beiden Fallen verringert 
das L(—)-Leucin die elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit 
der peptidasischen Komponenten sowohl in alkalischem Milieu (pu 7,4) 
als auch in saurem Milieu (px 6,1). Die Mobilitats-Verringerung ist jedoch 
bei pu 7,4 ausgesprochener als bei pu 6,1. 

Auf Grund dieser Beobachtungen darf angenommen werden, da’ 
die durch das 1(—)-Leucin hervorgerufene Verringerung der Wande- 
rungsgeschwindigkeit (die in all den beobachteten Fallen anodisch war) 
der enzymatischen Proteine — sei es bei neoplastischen oder normalen 

xeweben — auf einer Verminderung der freien negativen Ladungen der 

Proteine beruht. Diese Wechselwirkung zwischen Protein und Amino- 
siure muB bei pu 6,1 kleiner sein als bei py 7,4, wenn man in Betracht 
zieht, daB man bei pu 6,1 dem isoelektrischen Punkt der Aminosaure 
(5,9) néher ist. 

Die Wirkung des D(+-)-Leucins ist komplexer, da sie je nach pu 
und Gewebeart variert. Beim normalen Gewebe und in alkalischem 
Milieu ist die Wirkung des D(+-)-Leucins analog derjenigen seiner Anti- 
pode, d. h. die Wanderungsgeschwindigkeit wird verringert. In saurem 
Milieu und bei normalem Gewebe erzeugt es dagegen eine deutliche Er- 
hohung der Wanderungsgeschwindigkeit. Dies laBt vermuten, daB die 
Wechselwirkung zwischen D(+)-Leucin und Peptidasen nicht nur von 
dem Dissoziationsgrad der Aminosaure abhangig ist, wie aus den voraus- 
gegangenen Resultaten abgeleitet werden kénnte, sondern auch vom 
Umstand, daB die funktionellen Gruppen des Proteins — die mit der 
Aminosaure reagieren — je nach px des Milieus verschieden sind. Wah- 
rend man fiir die im alkalischen Milieu beobachtete Wirkung die im 
obigen Fall des L(—)-Leucins gegebene Hypothese anwenden kann, so 
mu man annehmen, daB die wirksamen Gruppen des Proteins bei 
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pu 6,1 vollstindig verschieden sind. Der gebildete Komplex weist nicht 
eine kleinere, sondern eine gréBere Zahl freier negativer Ladungen auf. 

Die Wirkung des D(-+)-Leucins auf die anodische Mobilitaét von 
Peptidasen aus neoplastischem Gewebe ist grundsiatzlich anders. Diese 
Erscheinung kann einerseits darauf beruhen, daB bei der Wechselwir- 
kung zwischen dem Enzym und der Aminosaure verschiedene Gruppen 
des Enzyms in Aktion treten, oder daB diese Gruppen eine andere ste- 
rische Konfiguration aufweisen als die in der normalen Peptidase vor- 
handenen Gruppen. 

Die hier hinsichtlich der beobachteten elektrophoretischen Vari- 
ationen gegebene Interpretation wird durch neuere von Jirgensons 
und Sirotzky® verdffentlichte Ergebnisse gestiitzt. Nach diesen unter- 
scheiden sich Serum-Albumine normaler Individuen von denen tumor- 
tragender Individuen durch ihre verschiedene optische Aktivitat. 


Zusammenfassung 





Untersucht wurde die Wirkung des D(+-)- und L(—)-Leucins auf 
das elektrophoretische Bild eines teilweise gereinigten Peptidase- 
Praiparates, das aus neoplastischen und normalen Geweben gewonnen 
wurde. Es hat sich gezeigt, daB diese beiden optischen Antipoden spezi- 
fisch mit den Peptidasen reagieren, und daB diese Wechselwirkung Ver- 
iinderungen der elektrophoretischen Mobilitaét hervorruft. Wahrend die 
dureh das L(—)-Leucin verursachten Verainderungen im Falle beider 
gepriiften Gewebe analog sind, ruft das D(+-)-Leucin Veranderungen 
hervor, die bei normalen und neoplastischen Geweben vollstandig ent- 
gegengesetzt sind. Es wird versucht, die erhaltenen Ergebnisse zu er- 
klaren. 

Summary 


An investigation of the influence of D(+)- and L(—)-leucine on 
the electrophoretic pattern of a partly purified peptidase preparation 
obtained from neoplastic and normal tissues has shown that each of the 
optical enantiomorphs reacts specifically with the peptidases, and that 
this reciprocal action brings about changes in the electrophoretic mobil- 
ity. Wheras the changes caused by L(—)-leucine on the two tissues 
tested are analogous, D(+)-leucine causes changes in normal and neo- 
plastic tissues that are completely opposed to one another. An attempt 
has been made to explain the results obtained. 





6 B. Jirgensons u. 8. Sirotzky, J. Amer. chem. Soc. 76, 1367 [1954]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 299 
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Zur Kenntnis der cholinhaltigen Plasmalogene 


(Acetalphosphatide) des Rinderherzmuskels 
Von 
FE. Klenk und H. Debuch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6lIn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, September 1954) 


Herrn Professor R. Feulgen, dem Entdecker der Acetalphosphatide, 
zum 70. Geburtstag gewidmet 


Nach dem Ergebnis unserer bisherigen Untersuchungen! sind die 
yvenuinen Acetalphosphatide (Plasmalogene) mit den erstmals von Feul - 
gen und Bersin?_und spaiter von Thannhauser und Mitarbb.* iso- 
lierten K6rpern nicht identisch. Dem Acetalphosphatid, das den Haupt- 
teil der Colaminkephalinfraktion des Gehirns bildet, wurde die Formel I 
zugeschrieben!, wobei noch die Frage offen blieb, ob die Substanz nicht 
in einer Anhydridform vorliegt. 


In Analogie damit miiBte dem von Klenk und Gehrmann? in der 
Lecithinfraktion des Rinderherzmuskels nachgewiesenen cholinhaltigen 
Acetalphosphatid die Formel II zukommen. Wenn auch diese Phospha- 
tidfraktion neben dem Acetalphosphatid noch reichliche Mengen Lecithin 
enthielt, und der Versuch einer Zerlegung des Gemischs in die beiden 
Komponenten wenig erfolgversprechend erschien, so bot sich doch die 
Moglichkeit, einen gewissen Einblick in die Konstitution des hier vor- 
liegenden Acetalphosphatids zu gewinnen. 

Die als Ausgangsprodukt dienende Lecithinfraktion, welche dem 
Plasmalgehalt entsprechend 30—40°, Acetalphosphatid enthielt, lieB 
sich ahnlich wie die Colaminkephalinfraktion des Gehirns leicht hy- 
drieren. Die Zusammensetzung der so erhaltenen véllig plasmalfreien und 
rein weiBen Substanz entsprach einem Gemisch von Hydrolecithin und 
dem Reduktionsprodukt III des Acetalphosphatids, unter dessen Spalt- 
produkten sich Chimyl- bzw. Batylalkoholphosphorsiure (IV) vorfand. 


q. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 

%. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

J. Thannhauser, N. F. Boncoddou. G. Schmidt, J. biol. Chemistry 
{1951}. 

. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
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Den beiden letzten Verbindungen begegneten wir schon friher! bei der 
Untersuchung der Colaminkephalinfraktion des Gehirns. 


Von einem Acetalphosphatid, dem die oben angenommene Kon- 
stitution II zukommt, war zu erwarten, daB es durch sehr milde Saure- 
einwirkung unter Abspaltung des Aldehyds in Lysolecithin (V) iibergeht. 
In der Tat konnten wir aus unserer Lecithinfraktion nach Spaltung mit 
Essigsdure bei 37° und Abtrennung des unverindert gebliebenen Le- 
cithins durch Gegenstromverteilung reichliche Mengen eines stark 
himolytisch wirksamen Lysolecithins isolieren. Wenn auch schon in 
der urspriinglichen Lecithinfraktion das Vorhandensein von kleineren 
Mengen Lysolecithin* festgestellt werden konnte, so kann es doch auf 
Grund der Versuchsergebnisse keinen Zweifel geben, daB die Haupt- 
menge der isolierten Substanz aus dem Acetalphosphatid entstanden 
ist. Von den bisher dargestellten Lysolecithinpriparaten unterscheidet 
sich unsere Substanz (Jodz. 55) durch das Vorhandensein von unge- 
sittigten Fettsiuren. Durch Hydrierung erhielten wir jedoch ein Produkt, 
das in jeder Hinsicht dem durch Einwirkung von Schlangen- oder 
Bienengift auf Eigelb bzw. Lecithin gewonnenen Lysolecithin entspricht. 


OH OH 
CH,-0-CH-R’ CH,-0-CH-R’ 
(n- 0-CO-R” Ou. 0-CO-R” 
(H,-0-PO-0-CH,-CH,NH, CH,-0-PO-0-CH,-CH,N “© (CH); 

OH o° 

I II 
CH,-O-CH,-R’ CH,-0-CH,-R’ 
CH: 0-CO-R” CHOH 
(H,-0-P0-0-CH,-CH,N' (CH;); CH,-0-PO(OH), 

0° 

Ul IV 

CH,OH 

CH: 0-CO-R” 

CH,-O-PO-0-CH,-CH,N >(CH3)3 

Oe 
V 


R’ = Kohlenwasserstoffrest der Aldehyde 
R”= Kohlenwasserstoffrest der Fettsauren 





* Es diirfte als ein im Laufe der Aufarbeitung gebildetes, partielles Spalt- 
produkt der Acetalphosphatide aufzufassen sein. 
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Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Ausgangsmaterials 


Als Ausgangsmaterial fiir die schon friiher* beschriebene Darstellung der 
kephalinfreien Lecithinfraktion wurden hier ausschlieBlich die aus den Aceton- 
Extrakten von Rinderherz gewonnenen Glycerinphosphatide (Ausb. 200—300 
aus 42 kg frischer Organe) verwendet. Bei der chromatographischen Reinigung 
des Rohlecithins (90 g) mit Hilfe der Aluminiumoxyd-Saule fand sich die Haupt- 
menge des Lecithins in den Fraktionen II—V (siehe Abb. 1). Nach Abtrennung 
einer kleinen Menge einer in Alkohol schwer léslichen Substanz aus der Fraktion V 
wurden aus den obigen 4 Fraktionen 44 g eines rein weiBen Phosphatids (a) von 
wachsartiger Konsistenz erhalten. Nochmaliges Aufnehmen in Ather, Abtrennung 
einer nur sehr kleinen Menge einer atherunléslichen Substanz (Sphingomyelin ?) 
und wieder Ausfallung des Phosphatids aus der stark eingeengten ather. Lésung 
fiihrte schlieBlich zu dem fiir alle folgenden Versuche verwendeten Lecithin- 
praparat (b). Bei den Fallungen des mit der Aluminiumoxyd-Saule gereinigten 
Lecithins mit Aceton blieb verhaltnismaBig viel Phosphatid in Lésung, so daB die 
Aufarbeitung des angefallenen Fallungsacetons zu weiteren 10g eines schwach 
gelb gefairbten Lecithinpraparates (c) fiihrte. 


a) 5,572 (6,330) mg Sbst.: 0,80 (0,91) cem /100-HCI, entspr. 0,1121 (0,1273)mgN 
(Mikro-Kjeldahl). — 3,002 (5,347) mg Sbst.:d = 0,5cm, F = 0,0772, E 
= 0,821 (1,418), entspr. 0,1269 (0,2185) mg P (nach Teorell5). — 0,1 cem 
(Verdiinnung 1:2000): F = 24,8, H= 0,546 (Plasmalbestimmung nach 
Feulgen®). — 5,615 (9,224) mg Sbst.: 1,292 (2,065) cem n/30-Na,8,0,, 
entspr. 0,664 (1,06) mg Glycerin (nach Blix’). 
4,417 (8,625) mg Sbst.: 0,68 (1,355) cem n/100-HCI, entspr. 0,0952 (0,190) mg 
N. — 2,991 (2,738) mg Sbst.: d= 0,5 cm, F = 0,0763, # = 0,807 (0,745), 
entspr. 0,1232 (0,114) mg P. — 0,l ccm (Verdiinnung 1:5000): F = 62, 
E = 0,297. — 6,690 (4,918) mg Sbst.: 1,529 (1,078) cem n/30-Na,8,0,, 
entspr. 0,785 (0,554) mg Glycerin. 
7,274 (6,910) mg Sbst. : 0,935 (0,87) cem /100-HCIl, entspr. 0,1309 (0,1218) mg 
N. — 2,430 (3,572) mg Sbst.: d= 0,5 cm, F = 0,0785, E = 0,635 (0,932), 
entspr. 0,0999 (0,1461) mg P. — 0,1 ccm (Verdiinnung 1:2000): F = 24,8, 
E = 0,586. — 4,509 (7,045)mg Sbst.: 1,072 (1,77) ccm n/30-Na,8,0,, 
entspr. 0,551 (0,91) mg Glycerin. 


b 


so 








aN 7 P % Plasmal | % Glycerin 
(4gHggO,NP-H,O* | ber. 1,74 3,84 ie 11,4 
gef. a) 2,01 4,22 13,5 11,8 
2,01 4,10 11,5 
b) 2,16 4,12 18,4 11,7 
2,20 4,17 11,3 
c) —_—:1,80 4,11 14,5 12,2 
177 4,10 12,9 














* Distearyl-lecithin. Die bisher isolierten natiirlichen Lecithine entsprechen der Forme] wit 
1 HO. 


Das Praparat b) enthielt 91,7(92)°%% des Gesamt-P als leichtabspaltbaren P 
(Menge des Gesamt-P im Ansatz: 0,581 mg, davon leicht abspaltbar 0,533 (0,535)mg 


5 T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 [1931]. 
®* R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
7 G. Blix, Mikrochim. Acta [Wien] 1, 75 [1937]. 
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P (nach Schmidt und Mitarbb.’). Der Substanz diirfte demnach noch etwa 8% 
Sphingomyelin beigemengt sein. 

Die aus den Fraktionen VI und VII gewonnene Phosphatidfraktion (siehe 
Abb. 1) war gréBtenteils atherunléslich (7 g). Die weiBe Substanz (N 2,38 (2,42)%, 
P 4,04 (4,14)%, Plasmal 11,4°%, Glycerin 13,9 (13,6)%) enthielt 82,2 (82,5)°% des 
(esamtphosphors als leicht abspaltbaren Phosphor. Danach bestand sie wohl 
der Hauptsache nach aus Hydrolecithin. 
































| 600 4000 | 
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> > 
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Abb. 1. DurchfluBchromato- 300; / \\ 
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Aluminiumoxyd-Saule (90 g i iS 
Phosphatid. 950 g Al,Os). 1000 3000 5000 7000 ccm 
mg P, ----mg Plasmal. 2000 _ 4000 6000 8000 -—- 
liad @f we 
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Die hydrierte Lecithinfraktion 


12,9 g des Lecithinpraparats b), in 400 ccm Athanol gelést, wurden nach 
Zugabe einiger Tropfen einer verd. alkoholischen Platinchloridlésung durch 2-stdg. 
Schiitteln in einer Wasserstoff-Atmosphare unter leichtem Erwarmen bei Atmo- 
spharendruck mit Raney-Nickel als Katalysator hydriert. Nach Abtrennung des 
Katalysators und Auskochen desselben mit Benzoi-Methanol (1:1 Vol.-Tle.) brachte 
man die Lésung im Vak. zur Trockne und kristallisierte den Riickstand aus heiBem 
Pyridin um. Ausb. 9,9 g. 

4,832 mg Sbst.: 11,610 mg CO,, 5,010 mg H,O (alle P-ha!tigen Substanzen 
wurden mit Bleichromat vermischt verbrannt). — 7,701 (3,171) mg Sbst.: 1,07 
(0,46) cem n/100-HCl, entspr. 0,1499 (0,0644) mg N. — 3,218 (3,761) mg Sbst.: 
d= 0,5 cm, F = 0,0763, E = 0,851 (1,032), entspr. 0,130 (0,158) mg P. — 5,947 
(4,302) mg Sbst.: 1,412 (1,031) cem n/30-Na,8,05, entspr. 0,726 (0,530) mg 
Glycerin. 

















%C | %H | %N | %P | % Glycerin 
C4,HggO,NP-H,O* | ber. 65,39 11,22 1,74 3,84 11,4 
(44H, 90,NP-H,O** | ber. 66,54 | 11,68 1,77 3,90 11,6 
gef. 65,57 11,62 1,94 4,04 12,2 
2,01 4,19 12,3 

* Distearyllecithin. ** Reduziertes Acetalphosphatid (III) mit Stearinséure als Fett- 


siure- und Octadecanol als Alkoholkomponente. 


Rein weiBe, aus Pyridin in kleinen Spharolythen kristallisierende Substanz. 
Die Plasmalreaktion und die Molisch-Probe sind negativ. 66(68,5)°% des Gesamt-P 
sind leicht abspaltbar (Menge des Gesamt-P im Ansatz: 0,535 mg P, davon leicht 


8 G. Schmidt, J. Benotti, B. Hershman u. S. J. Thannhauser, J. biol. 
Chemistry 166, 505 [1946]. 
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abspaltbar 0,353 (0,367) mg P). Die Substanz ist optisch aktiv. 1,00 g Sbst 
werden in Chloroform-Methanol (3:1 Vol. Tle.) zu 5cem gelést, Drehung im 
1-dm-Rohr bei 30°: « + 0,849, [a]: +4,2°. 

Spaltung: 9,2 g des Hydrierungsproduktes wurden mit 150 ccm 4-proz. 
methanol. Salzsaure unter RiickfluB gespalten und die Fettsiuremethylester wieder- 
holt mit Petrolather ausgeschiittelt. Der petrolither. Lésung wurden die phosphor- 
haltigen Spaltprodukte durch Auswaschen mit waBr. Methanol und schlieBlich 
mit Wasser, wie friiher beschrieben', entzogen (die letzten Male wurde mit ver- 
diinnter Sodalésung ausgewaschen). Menge der Fettsiuremethylester: 5,45 ¢ 
oder 59,3°, des Phosphatids. Die Ester waren nahezu P-frei (gef. P 0,12/0,14%). 

Die mit den Waschfliissigkeiten vereinigte methanol. Salzsiure-Lésung 
wurde in einer Schale auf dem Wasserbad stark eingeengt und der in wenig Wasser 
aufgenommene Riickstand gegen Wasser solange dialysiert, bis die Reaktion aut 
Cl-Ionen negativ war. In dem auf ein Volumen von 1000 ccm gebrachten Dialysat 
wurden 88° des in dem Versuch vorhandenen Gesamt-N und 67,5% des Gesamt-P 
wiedergefunden. Wie eine Cholinbestimmung nach Brante® ergab, war die Ge- 
samtmenge des dialysierten Stickstoffs ausschlieBlich Cholin-N (l00—101%. Ge- 
samt-N im Ansatz: 0,642 mg, davon 0,670 |0,656 mg Cholin-N). Menge des im 
eingefrorenen Zustand getrockneten Dialysierriickstands: 2,0 g. 

1,127 (1,810) mg Sbst.: d = 0,5 em, F = 0,0755, E = 0,503 (0,767), entspr. 
0,0761 (0,1158) mg P. — 6,780 mg Sbst.: 0,490 cem n/100-HCI, entspr. 0,687 mg 
N. — 2,376 (2,452) mg Sbst.: 0,905 (0,939) cem n/30-Na,8,03, entspr. 0,466 
(0,4825) mg Glycerin. 

Gef. P 6,76 (6,40) N1,02 Glycerin 19,6 (19,7) 

Die hier vorliegende Chimyl- und Batylalkoholphosphorsaure unterscheidet 
sich von dem entsprechenden Rohprodukt aus der hydrierten Colaminkephalin- 
fraktion des Gehirns durch das Vorhandensein einer stickstoffhaltigen Ver- 
unreinigung, deren Entfernung erhebliche Schwierigkeiten machte. Das auf dem 
Wege iiber die Cadmiumsalze gereinigte Produkt zeigte immer noch einen N-Gehalt 
von 1%. In der Annahme, daB die N-haltige Verunreinigung ein partielles Spalt- 
produkt des Sphingomyelins und dieses (Sphingosinphosphorsaure) durch Blei- 
tetraacetat zerstért werden kann, fiihrte schlieBlich folgender Weg zum Ziel: 
100 mg Dialysierriickstand in 10 ccm Eisessig wurden mit 100 mg Bleitetraacetat 
behandelt (72 Stdn. bei 37°), das Lésungsmittel wurde im Vak. vorsichtig ab- 
gedampft, der Riickstand in Benzol aufgenommen und unlésliches Bleisalz in 
Benzol suspendiert und in der Siedehitze mit H,S zerlegt. Nach Zufiigen desselben 
Volumens heiBen Methanols wurde das Bleisulfid iiber Kieselgur abgesaugt, das 
Filtrat im Vak. eingeengt, der Riickstand in Wasser suspendiert und abzentri- 
fugiert. Die feuchte Substanz wurde in gefrorenem Zustand getrocknet. 

0,740 mg Sbst.: d = 0,5 cm, F = 0,0735, EH = 0,367, entspr. 0,054 mg P. 
2,481 mg Sbst.: 1,05 ccm n/30-Na,8,0,, entspr. 0,539 mg Glycerin. 

C,,H,,0,P* Ber. P7,81 Glycerin 23,23 








C,,H;,0,P** Ber. 7,30 21,69 
Gef. 7,34 21,8 
* Chimylalkoholphosphorsaure. ** Batylalkoholphosphorsiiure. 


Die rein weiBe N-freie Substanz entsprach ihren Eigenschaften nach dem 
schon friiher beschriebenen Gemisch von Chimyl- und Batylalkoholphosphorsiure. 


Die partielle Saurehydrolyse der Lecithinfraktion 
1. Gegenstromverteilung der Lecithinfraktion ohne vorher- 
gehende Saureeinwirkung: 3g der Lecithinfraktion b) wurden mit Hilfe 
eines Gegenstromverteilungsapparats nach E. Hecker’, der 36 Einzelelemente 
mit einem Fassungsvermégen von 50 ccm fiir die untere Phase enthielt, mit Methanol 


9 G. Brante, Biochem. Z. 305, 136 1940. 
10 —. Hecker, Chemie-Ing.-Techn. 1953, 505. 
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als unterer und Petrolather als oberer Phase so fraktioniert, daB 139 obere Phasen 
iiber 35 untere Phasen hinweggingen. Bei dieser Methode der zweiphasigen Ent- 
nahme fand sich die Gesamtmenge des Phosphatids nur in den unteren Phasen, 
und zwar in den Zellen 1—25 (Fr. 1—25) verteilt. Wie die Verteilungskurve 
(Abb. 2) zeigt, erfolgte eine Trennung in zwei verschiedene Fraktionen, eine plasma!- 
arme und eine plasmalreiche Phosphatidfraktion. 

Die Fr. 1—7 enthielten insgesamt 30°, des Gesamt-P. Das nach Abdestil- 
lieren des Lésungsmittels der Fraktionen 3—5 isolierte Phosphatid war plasmalarm 
und phosphorreich (P 4,95%, Plasmal 4%). Es diirfte hier im wesentlichen ein 
(Gemisch von Lysolecithin und Lecithin vorgelegen haben. 
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Abb. 2. Verteilungskurve der unbehandelten Lecithinfraktion. Gegenstrom- 

verteilung nach Craig; zweiphasige Entnahme, 174 Verteilungsschritte; Losungs- 

mnittel: 2 Tle. Petrolather (Sdp. 52—80°) mit 1 Tl. 99-proz. Methanol aquilibriert. 
Phosphorgehalt in mg. - - - - - Plasmalgehalt in mg. 


Von dem aus den vereinigten Fr. 16, 17 und 18 gewonnenen plasmal!reichen 
Phosphatid wurde eine Probe von 200 mg wie oben hydriert. Die Zusammen- 
setzung des aus Pyridin umkristallisierten Hydrierungsprodukts entsprach weit- 
gehend dem entsprechenden Hydrierungsprodukt des Ausgangsmaterials. 

4,934 mg Sbst.: 11,975 mg CO,, 5,310 mg H,O. — 3,380 (3,305) mg Sbst.: 
0,46 (0,435) cem /100-HCI, entspr. 0,0645 (0,0609) mg N. — 3,543 (2,090) mg 
Sbst.: d = 0,5 em, F = 0,0735, FH = 0,903 (0,538), entspr. 0,1328 (0,0792) mg P. 
2,370 (2,987) mg Sbst.: 0,622 (0,77) cem n/30-Na.$,03, entspr. 0,3195 (0,3961) mg 
Glycerin. 

Gef. C 66,22 H 12,04 N 1,91 (1,85) P 3,75 (3,79) Glycerin 13,5 (13,3) 

2. Gegenstromverteilung der Lecithinfraktion nach erfolgter 
Saureeinwirkung: 5 g der Lecithinfraktion b) wurden in 10 ccm Eisessig gelést. 
Nach 24-stdg. Stehenlassen der Lésung bei 37° fiihrte man wie oben die Gegen- 
stromverteilung durch, wobei man 210 obere Phasen iiber 35 untere Phasen hinweg- 
gehen lieB. Das Ergebnis ist der Abb. 3 zu entnehmen. Wieder erfolgte eine 
Trennung in zwei verschiedene Phosphatidfraktionen, welche jedoch beide plasmal- 
arm bzw. plasmalfrei waren. 
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Die Fr. 1—9 enthielten jetzt 60°, des Gesamt-P. Fr. 1-6 wurden vereinigt 
und das Lésungsmittel abdestilliert. Das gewonnene Phosphatid ist in Wasser 
klar léslich, jedoch unléslich in Ather. Jodzahl 55. Die Substanz wirkt stark 
hamolytisch. Bei Ansatzen mit 0,5 cem der Phosphatidlésung*, 0,5 cem Phosphat- 
puffer (py 7,05) und 0,5 cem einer 1-proz. Blutkérperchenaufschwemmung, 30 Min. 
langem Stehenlassen bei 37° und Aufbewahren iiber Nacht im Kiihlschrank geben 
30 y Phosphatid noch eine deutliche Hamolyse. 

Zur weiteren Charakterisierung wurden 1,2 g der Substanz wie oken hydriert, 
wobei véllige Hydrierung erst nach nochmaliger Erneuerung des Katalysators 
erreicht wurde. Das iiber die Cadmiumchloridverbindung nach Pangborn!! 
gereinigte und aus Pyridin umkristallisierte Hydrierungsprodukt (Ausb. etwa 40% 
des nicht hydrierten Phosphatids) erwies sich als praktisch reines Lysolecithin. 
Die Substanz wurde im Hochvak. iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet. 
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Abb. 3. Verteilungskurve der Lecithinfraktion nach Behandlung mit Essigsaure. 
Methode siehe Abb. 2; 244 Verteilungsschritte. Phosphorgehalt in mg. 


---e- Plasmalgehalt in mg. 


4,104 mg Sbst.: 8,780 mg CO,, 3,830 mg H,O. — 2,792 (2,753) mg Sbst.: 
0,53 (0,53) com n/100-HCl, entspr. 0,0743 (0,0743) mg N. — 2,320 (1,962) mg 
Sbst.: d = 0,5 em, F = 0,0749, EH = 0,886 (0,745), entspr. 0,1329 (0,1116) mg P. — 
td (1,643) mg Sbst.: 0,515 (0,710) ccm n/30-Na,S,0,, entspr. 0,2642 (0,3653) mg 

xlycerin. 








%C Ae ct YN oe °% Glycerin 
C.,H;,0,NP-H,O* ber. 57,64 10,42 2,58 5,71 17,0 
Cy.H,,0,NP me ber. 59,63 10,39 2,68 5,92 17,5 
gef. 58,42 10,45 2,65 5,75 19,3 
2,70 5,70 22,2 














*Stearyl-lysolecithin. 


Die rein weiBe, hygroskopische Substanz ist in Wasser bei leichtem Erwarmen 
klar léslich. Die waBr. Lésung schaumt beim Schiitteln stark. Die Substanz 


* Phosphatid gelést in physiologischer Kochsalzlésung. 
1M. C. Pangborn, J. biol. Chemistry 137, 545 [1940]. 
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enthalt 96(97)% des Gesamt-P als leicht abspaltbaren P (0,634 0,572,mg Ge- 
samt-P im Ansatz, davon 0,607 {0,555, mg P leicht abspaltbar). 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. Frau Selbach danken wir fiir die technische Hilfe. 


Zusammenfassung 


Das Hydrierungsprodukt der plasmalreichen Lecithinfraktion des 
Rinderherzmuskels wird beschrieben. Es enthalt 30—40% des Gesamt- 
Phosphors in Form von Chimyl- bzw. Batylalkoholphosphorsaure. 

Durch Einwirkung von Essigsiure bei 37° wird aus dem Acetal- 
phosphatid unter Abspaltung des Aldehyds Lysolecithin in Freiheit 
gesetzt, das durch Gegenstromverteilung von dem beigemengten unver- 
anderten Lecithin abgetrennt werden konnte. 


Summary 


The hydrogenation product of the plasmal-rich lecithin fraction of 
beef heart-muscle is described. It contains 30—40% of the total phos- 
phorus in the form of chimyl- or batyl-phosphoric acid. By the action of 
acetic acid at 37° the acetalphosphatide was cleaved to the aldehyde 
and free lysolecithin, which could be separated from the unchanged 
lecithin present by counter-current distribution. 
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Uber die Dokosapolyensiuren der Glycerinphosphatide 
des Gehirns 
Von 
E. Klenk und F, Lindlar 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1954) 


Uber die Konstitution der in den Glycerinphosphatiden des Gehirns 
vorkommenden ungesittigten C,)- und C,,-Fettsiuren berichteten vor 
kurzem Klenk und Bongard!. Die Untersuchung der C,,-Sauren ergab, 
daB es sich um ein ziemlich komplexes Gemisch von verschiedenen Poly- 
ensiuren handelt. Nach den damaligen Befunden muB mit dem Vor- 
handensein der Siuren [—VI gerechnet werden. 


I 47)1°,13.Triensaure TV .1 4:7, 10, 13,16. Pentaensaure 
IL A?>71°,13.Tetraensaure V 47-10, 13, 16,19. Pentaensaure 
III A?, 19,13, 16 Tetraensaure VI A?:7;10, 18, 16,19 Hexaensadure 


Es war jedoch nicht auszuschlieBen, da die eine oder andere dieser 
Polyensiéuren ganz fehlt. Nur das Vorhandensein der Hexaensiure 
konnte auf Grund des UV-Absorptionsspektrums des mit Alkali iso- 
merisierten Saéiuregemischs als gesichert gelten. 

In Fortfiihrung dieser Arbeiten haben wir nun den Versuch gemacht, 
das vorliegende Polyensiuregemisch durch Gegenstromverteilung in die 
einzelnen Komponenten zu zerlegen. Wenn uns zunachst auch nur eine 
einfachere Apparatur? zur Verfiigung stand, so konnten wir doch mit 
Hilfe des von Ahrens und Craig? fiir die Trennung von OI-, Linol- und 
Linolensaéure ausgearbeiteten Verfahrens bereits eine einigermaBen be- 
friedigende Trennwirkung erzielen. Es lieBen sich 2 verschiedene Saure- 
fraktionen gewinnen, von welchen die eine vorwiegend aus der Hexaen- 
siure VI und die andere aus der Tetraensiure III bestand. Die nahere 
Charakterisierung der Sauren erfolgte durch das nach Alkaliisomeri- 
sierung auftretende UV-Absorptionsspektrum und zum anderen durch 
oxydative Ozonidspaltung mit anschlieBender chromatographischer 
Analyse des Gemischs der Abbauséuren nach der Methode von Klenk 
und Bongard®4, wobei jedoch nur die niederen Dicarbonsaéuren des Ge- 
mischs (einschlieBlich Pimelinsiure C,H,,0,) erfaBt wurden. 


1 KE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 291, 104 [1952]. 

* E. Hecker, Chem.-Ing.-Techn. 1953, 505. 

3 E. H. Ahrens u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 195, 299 [1952]. 
4 EK. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 








7 LR 





1955) 


de 


1irns 

vor 
gab, 
-oly- 
Vor- 


eser 
ure 


1S0- 


cht, 

die 
eine 
mit 
und 

be- 
ure- 
ven- 
1ere 
eri- 
irch 
ther 
nk 
Ge- 





vr 


Bd. 299 (1955) Uber die Dokosapolyensauren 7 


Beim Abbau des Hexaensiurepraparats fanden sich Malonsiure 
und Bernsteinsaiure als einzige Dicarbonsiuren. Es fehlten vor allem 
Glutarsiure und Pimelinsiure. Beim Abbau des Methylesters ging die 
Menge der freien Bernsteinséure bis auf einen geringen Betrag zuriick, 
nicht dagegen die der Malonsaure, womit die Lage der ersten Doppel- 
bindung in Stellung 4 bewiesen ist. Fiir die hier vorliegende Hexaensaure 
diirfte demnach die Konstitution VI als weitgehend gesichert gelten. 

Das gewonnene Tetraensiurepraparat, welches auf Grund des UV- 
Spektrums der isomerisierten Saéure vollig frei von Pentaen- und Hexaen- 
siiure war, gab beim Ozonidabbau auBer der iiblichen Menge Malon- 
siure nur sehr kleine Mengen Bernsteinsiure und Glutarsiure, wohl 
aber Pimelinséure in reichlichen Mengen (iiber 70% der Theorie). Der 
hier vorliegenden Tetraensadure diirfte demnach die Konstitution IIT 
zukommen. Die Tetraensiure II ist nach diesen Befunden, wenn iiber- 
haupt, so jedenfalls nur in sehr kleinen Mengen vorhanden. 

Eine weitgehende Anreicherung der iibrigen Komponenten des 
Polyensiuregemischs ist vorliufig noch nicht gelungen. Eine der er- 
haltenen anderen Siaurefraktionen war auf Grund des UV-Spektrums 
nach der Isomerisierung vollig hexaensiurefrei. Das Spektrum zeigte 
aber die fiir Pentaenséuren charakteristischen Maxima bei 328 und 
346 my, so daB damit auch das Vorkommen einer Pentaensiure als 
gesichert anzusehen ist. Das beim Ozonidabbau erhaltene Ergebnis 
spricht dafiir, daB ihr die Konstitution IV zukommt. 

AuBerdem ergaben sich noch gewisse Anhaltspunkte fiir das Vor- 
handensein einer Triensiure. Die bei der Gegenstromverteilung am 
schnellsten wandernde Fraktion zeigte nach der Isomerisierung das UV- 
Spektrum einer mit Tetraensiure verunreinigten Triensdiure. Es muf 
aber noch dahingestellt bleiben, ob hier die Triensiure von der Konsti- 
tution I vorgelegen hat. 

Die vollstandige Aufteilung des C,,-Polyensiiuregemischs in die 
einzelnen Komponenten wird dadurch wesentlich erschwert, daB es in 
der Regel noch mit C, -Sauren in Mengen von wenigstens einigen Pro- 
zenten verunreinigt ist, deren restlose Abtrennung durch vorangehende 
fraktionierte Vakuumdestillation der Ester nur mit sehr groBen Ver- 
lusten moéglich wire. Da diese Verunreinigungen teilweise nahezu den- 
selben Verteilungskoeffizienten besitzen wie die eine oder andere der 
C,,-Sauren, so kénnen sie sich bei der Gegenstromverteilung unter Um- 
stinden angiinstig auf die Reindarstellung der betreffenden C,,-Siure 
auswirken, besonders dann, wenn diese nicht zu den Hauptkomponenten 
des Gemischs gehort. 

Aus gegebenem AnlafB sei noch darauf hingewiesen, daB die C,,- 
Polyensiuren erstmals von dem einen von uns (E. K.)* in den Organ- 


5 E. Klenk, diese Z. 192, 217 [1930]; 200, 51 [1931]; 206, 25 [1932]. — Siehe 

auch E. Klenk u. O. v. Schoenebeck, diese Z. 194, 191 [1931]; 209, 112 [1932]. 

KE. Klenk u. F. Ditt, diese Z. 226, 213 [1934]. — E. Klenk u. J. Dittmer, 
diese Z. 244, 203 [1936]. 
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phosphatiden aufgefunden wurden. Nachdem das reichliche Vorkommen 
der Dokosahexaensaure in den Gehirnphosphatiden im K6lner Institut 
festgestellt war! ®, ist es vor kurzem auch Hammond und Lundberg’ 
gelungen, diese Saiure aus demselben Ausgangsmaterial zu isolieren. Eine 
Dokosapentaensaure isolierten schon im Jahre 1951 Herb, Witnauer 
und Riemenschneider® aus den Lipoiden der Nebennieren. Die Kon- 
stitutionsaufklarung ist bis jetzt in keinem der beiden Faille ausgefiihrt 
worden. 


Beschreibung der Versuche 


Die Gegenstromverteilung 
Als Ausgangssubstanzen dienten die bei anderer Gelegenheit! aus den hoch- 
ungesattigten Fettsiuren der Gehirnphosphatide durch fraktionierte Vakuum- 
destillation der Ester gewonnenen C,,-Polyensiuren. Es standen 2 Praparate zur 
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Verfiigung, von welchen das eine (a: Jodz. 308) noch iiber 10%, das andere (b: 
Jodz. 323) sicher weniger als 10°, C.9-Polyensaiuren beigemengt enthielt. Von beiden 
Praparaten wurde eine kleine Probe mit Alkali isomerisiert und das UV-Absorp- 

tionsspektrum aufgenommen (s. Abb. 1.). 

Die Ausfiihrung der Bestimmung erfolgte in Anlehnung an Holman und 
Burr? auf folgende Weise: 1 mg Substanz in 0,5 ccm 23-proz. KOH-Glykol 8 Min. 
bei 180° erhitzt, Losung nach sofortigem Abkiihlen in 50-cem-MeBkolben mit ab- 
solutem, aldehydfreiem Methanol iibergespiilt und bis zur Marke aufgefiillt. Messung 
der UV-Absorption im Unicam SP. 500 Quarz-Spectrophotometer. Um vergleich- 
bare Werte zu erhalten, wurde bei allen anderen Bestimmungen ebenso verfahren. 

Die Gegenstromverteilung fiihrte man in dem Apparat von Hecker, GréBe 3 
(Volumen der unteren Phase 10 ccm) mit 36 Elementen aus. Loésungsmittel wie von 
Ahrens und Craig angegeben: 1. n-Heptan (Sdp. etwa 97°) als Oberphase. 2. Ge- 
misch von Acetonitril-Eisessig-Methanol (1:1:1 Vol. Tle.) als Unterphase. Vor der 
Verwendung wurden beide Phasen durch Schiitteln im Scheidetrichter aquilibriert. 

Im folgenden wird nur der Verteilungsgang fiir Praparat a) naher beschrieben. 
1,56 g der freien Siure wurden in 40 ccm oberer Phase gelést und diese Lésung 
gleichmaBig auf die ersten 4 Elemente des Apparates verteilt. AnschlieBend lieB 
man 200 obere Phasen iiber die 35 unteren Phasen (die 36. Zelle diente zur Ent- 


6 Siehe auch Vortrag auf dem 2. intern. KongreB fiir Biochemie in Paris 
22.—29. Juli 1952. Résumés des communications, 8S. 160. 

7 E.G. Hammond u. W. 0. Lundberg, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 30, 
438 [1953]. 

8 §. F. Herb, L. P. Witnauer u. R. W. Riemenschneider, J. Amer. Oil 
Chemists’ Soc. 28, 505 [1951]. 
® R. T. Holman u. G. O. Burr, Arch. Biochemistry 19, 474 [1948]. 








t 


adda 





men 
titut 
erg’ 
Eine 
puer 
Kon- 
tihrt 


10ch- 
uum- 
P zur 


isier- 


d hb) 





Lalas 
( 


Bd. 299 (1955) Uber die Dokosapolyensauren 
nahme) hinweglaufen, wonach sich in den unteren Phasen (Fr. 1—35) keine Sub- 
stanz mehr vorfand. Um die Verteilung des Substanzgemischs in den oberen Phasen 
(Fr. 36—235) zu ermitteln, entnahm man jeder 4. Fraktion jeweils eine Probe von 
2cem und bestimmte den Brom-Verbrauch in Anlehnung an die Methode von 
Rosenmund und Kuhnhenn!?® (s, Abb. 2.). 
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Abb. 2. Verteilungskurve von a). 


Zur Kontrolle des erzielten Trenneffektes wurde auBerdem von den Frak- 
tionen 158, 178 und 198 in einem Eindampfgerat das Lésungsmittel entfernt und 
von jeder der 3 Proben nach Isomerisierung das UV-Spektrum aufgenommen 
(s. Abb. 3). 
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Abb. 3. UV-Spektren der isomerisierten Fraktionen 158, 178 uud 198. 


Nachdem sich so ergeben hatte, daB zwischen den Fraktionen 178 und 198 
der Hexaensauregehalt stark ab-, der Tetraensiuregehalt dagegen stark zunimmt, 
wurden nun die Fraktionen 156—190, ebenso die Fraktionen 191—224 getrennt 
weiter behandelt und als a, und a., wie aus Abb. 4—6 ersichtlich, durch wiederholte 
Verteilung in dem Apparat in weitere Unterfraktionen zerlegt. 


lo K, W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. GenuB- 
mittel 46, 154 [1923]. 
11 KE, Hecker u. P. Karlson, Chem.-Ing.-Techn. 1958, 397. 
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Abb. 6. Verteilungskurve von a,.+-a.;. 
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Es wurden so schlieBlich folgende Saurefraktionen erhalten: a, , = Hexaen- 
sdiure; [a 2 + a1], = Pentaensaurefraktion; a. , = Tetraensdure; a, 3 = Trien- 
saurefraktion (Fr. 220, Abb. 5). 

Die Hexaensaure 


Aus auBeren Griinden konnte die in der oberen Phase geléste Substanz a, ; 
erst nach 2 Mon. langerAufbewahrung weiter verarbeitet werden. Ausb.0,25g eines 
diinnflissigen, klaren, ganz schwach gelb gefarbten Ols. Jodz. 402 (C..H3,0, ber. 
464). UV-Spektrum der isomerisierten Substanz siehe Abb. 7. 
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Abb. 7. UV-Spektrum der isomerisierten Hexaensiure a, ,. 
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Die Hydrierung einer Probe fiihrte zur Behensiure vom Schmp. 81°. Aquiv.- 
Gew. 340—347 (C..H,,0. ber. 340,4). Die niedrige Jodzahl diirfte auf eine teilweise 
Autoxydation wahrend des langen Stehens der Loésung vor der Aufarbeitung zu- 
riickzufiihren sein. AuBerdem muBten die Jodzahlbestimmungen mit sehr geringen 
Einwaagen (1—3 mg) ausgefiihrt werden. Es erscheint méglich (hier wie bei allen 
weiteren Bestimmungen), daf§ unter diesen Bedingungen eine véllig quantitative 
Anlagerung von Halogen an die Doppelbindungen nicht mehr erfolgt. 

Bei einem anderen Ansatz mit dem Polyenséuregemisch b als Ausgangs- 
produkt, wo die Aufarbeitung auf ahnliche Weise, jedoch in einem Zuge erfolgte, 
wurde eine Hexaensiure b, ,; von wesentlich héherer Jodzahl erhalten. Ausb. 
etwa 25° des Ausgangsproduktes. Jodz. 441. UV-Spektrum siehe Abb. 8. 
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Abb. 8. UV-Spektrum der isomerisierten Hexaensaure b, ,. 


Ozonidspaltung. 1. Methylester. 137 mg Ester von a, , wurden nach Klenk 
und Bongard? ozonisiert und oxydativ gespalten, Losung kurz aufgekocht, L6- 
sungsmittel im Vak. abgedampft, Riickstand in 1°, Butanol-Chloroform gelést 
und auf 10 cem aufgefiillt. 1 cem, entspr. 13.7 mg Ester, mit Saule D chromato- 
graphiert (Abb. 9). 
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Abb. 9. Chromatogramm der Abbausiéuren des Methylesters a, ,. 1% (9—34): 
Vorlauf. — 3°, (88—60): 1,81 cem n/100-KOH, gef. 0,45 Mol Bernsteinsiuremono- 
methylester. — 10% (76—89): Spur Glutarséure. — 20% (96—103): 0,96 cem 
n/100-KOH, gef. 0,12 Mol Bernsteinsiure und (104—131): 19,35 cem n/100-KOH, 
gef. 2,42 Mol Malonsiure. 


2. Freie Saure. 98 mg der Saure b, ,, wie unter 1. behandelt, nur daB man 
hier den Riickstand mit Petrolather behandelte, die ungelést bleibenden Dicarbon- 
siuren in 1°, Butanol-Chloroform léste und auf 10 cem auffiillte. 1 cem, entspr. 
9,8 mg Saure, mit Saiule D chromatographiert (Abb. 10). 

Jede einzelne der oben chromatographisch abgetrennten Dicarbonsaiuren 
wurde anschlieBend noch papierchromatographisch identifiziert bzw. auf Reinheit 
gepriift. Zu diesem Zweck vereinigte man die entsprechenden Fraktionen des Durch- 
laufs nach der Titration, brachte durch Abdampfen des Lésungsmittels im Vak. 
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zur Trockne, léste den Riickstand in méglichst wenig Wasser und fiihrte die Alkali- 
salze durch Kationenaustauscher unter Verwendung einer kleinen, sehr engen Sauie 
in die freien Saéuren iiber. Zur Papierc hromatographie w urde die Lésung noch bis 
zur passenden Konzentration (1—2°%) eingeengt. Bei spiteren Versuchen setzte man 
noch einfacher die Saure durch Zugabe “der errechneten Menge n/5-H,SO, 
aus den Alkalisalzen in Freiheit und brachte diese Lésung direkt auf das Papier. 

Abb. 11 zeigt das Papierchromatogramm der Abbaudicarbonséuren vor 
b, ,. Demnach enthalten die Fraktionen 51—56 reine Bernsteinsiure, die Frak- 
tionen 57—68. Malonsaure, der jedoch noch eine Spur Bernsteinsaure beigemengt 
war. Bei Versuch 1 erwiesen sich die Fraktionen 96—103 bzw. 104—131 (Abb. 9) 
als reine Bernsteinsdiure bzw. Malonsiure mit einer Spur Bernsteinsaure. 





Abb. Papierchromatogramm der Frakt. 50—56 und 57—68 von den Abbau- 

darbonsiuren b, , (vgl. Abb. 10). Lésungsmittel: Eisessig- Butanol- Wasser 

5:10, aufsteigend, Papier: Schleicher & Schull 2043b. Farbung mit Bromphenol- 
blau (modifiziert nach Lugg u. Overell’?). 


2 J, WH. Lugg u. B. T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
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Zur Charakterisierung des Bernsteinsiuremonomethylesters der Fraktionen 
39—58 von Versuch | wurde die Substanz verseift und die freie Saure wieder papier- 
chromatographisch als Bernsteinsiure identifiziert. Die Anwesenheit von etwas 
freier Bernsteinsiure unter den Abbausduren des Esters der Hexaensaure diirfte 
im wesentlichen auf die Labilitat des Bernsteinsiuremonoesters zuriickzufiihren 
sein. Unter den Bedingungen der Ozonidspaltung erscheint eine teilweise hydroly- 
tische Spaltung des Monoesters durchaus méglich. Andererseits enthalt die Hexaen- 
siure kleine Mengen Isomere mit konjugierten Doppelbindungen, aus welchen ein 
Teil dieser freien Bernsteinsaiure ebenfalls entstanden sein kénnte. 


Die Pentaensaurefraktion 


0,1 g eines diinnfliissigen, farblosen Ols [a, 2+ ,],. Jodz. 311 (C..H,,0. 
ber. 385; C,.H,,0, ber. 306). UV-Spektrum der isomerisierten Substanz siehe 
Abb. 12. 
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Abb. 12. UV-Spektrum der Pentaensaurefraktion. 
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84,6 mg freie Siure wurden wie oben unter 1. ozonisiert und, wie beschrieben, 
weiterbehandelt. 1 ccm, entspr. 8,46 mg, mit Saule D chromatographiert (Abb.13). 
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Abb. 13. Chromatogramm der Abbausauren der Pentaensaurefraktion [a,» +a ;];- 
1% (9—26): Vorlauf. — 3% (34—55): 1,79 com n/100-KOH, gef. 0,35 Mol Pimelin- 
siure. — 10% (85—100): 0,975 cem n/100-KOH, gef. 0,19 Mol Glutarsiure. — 20% 
(105—113): 1,155 cem n/100-KOH, gef. 0,23 Mol Bernsteinséure und (114—133): 
6,63 com n/100-KOH, gef. 1,30 Mol Malonsaure. 


Bei der papierchromatographischen Identifizierung erwiesen sich die Sub- 
stanzen von Frakt. 34—55 bzw. 85—100 bzw. 105—113 bzw. 114—133 als reine 
Pimelinsaure bzw. Glutarsaure bzw. Bernsteinsiure bzw. Malonsaure. 

Offensichtlich liegt hier noch ein sehr komplexes Saéuregemisch vor, das nur 
aus Tetraen- und Pentaensaure besteht, wie aus dem UV-Spektrum (Abb. 12) zu 
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schlieBen ist. Es kann mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daB die 
unter den Abbausauren nachgewiesene Glutarsiure von Arachidonsaure (C.9H;.0,) 
stammt, die den Hauptteil der als Verunreinigung im Ausgangsmaterial vorhan- 
denen Cz9-Polyensauren bildet, und die sich, wie erwartet werden kann, in der vor- 
liegenden Fraktion bei der Gegenstromverteilung stark angereichert hat. AuBerdem 
enthalt die Pentaensaurefraktion ohne Zweifel die Tetraensaure III, welche bei der 
Spaltung Pimelinsaure ergibt. Wie schon friiher gefunden wurde, ist in den Gly- 
cerinphosphatiden des Gehirns keine C,»-Pentaensaure. Es ergibt sich daraus, daB 
die hier nachgewiesene Pentaensaure der C,,-Gruppe angehért. Von den zur Dis- 
kussion stehenden 6 verschiedenen C,,-Polyensiuren (I—VI) geben beim Abbau 
nur die Sauren II, IV und VI Bernsteinséure. Da in der vorliegenden Pentaen- 
sdurefraktion die Saure VI fehlt (siehe UV-Spektrum), und da auBerdem das Vor- 
kommen der Saure II in nennenswerten Mengen mit Sicherheit auszuschlieBen ist 
(siehe unten), so kann die hier gefundene Bernsteinsaure nur aus der Pentaensaure 
stammen, welcher demnach die Konstitution IV zukommt. Die Pentaensaure- 
fraktion enthalt diese Saure nach dem Ergebnis des Ozonidabbaus in einer Menge 
von 20—30%. Aus der spezif. Extinktion der Fraktion ({E]}";*,, = 160) bei 346my 
s. Abb. 12) errechnet sich der Wert von 32%, wenn man fiir die reine Saure [E}}":, 


= 500 als wahrscheinliche spezifische Extinktion annimmt. Ohne Zweifel ist diese 
Saure in dem Ausgangsmaterial noch in wesentlich kleineren Mengen vorhanden. 


Die Tetraensaure 


0,28 g eines diinnfliissigen, farblosen Ols (a, 2). Jodz. 283 (C2,H 4,0, ber. 306). 
UV -Spektrum der isomerisierten Substanz siehe Abb. 14. Die Hydrierung einer 
Probe fiihrte zur Behensiure vom Schmp. 80°. Aquiv. -Gew. 338—340. 180 mg.freie 
Saure wurden wie oben unter 1. ozonisiert und, wie beschrieben, weiter behandelt. 
i ccm, entspr. 18 mg, mit Saule D chromatographiert (Abb. 15.). 
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Abb. 14. UV-Spektrum der Tetraensaure. 





























Die Silicagelpraparate verschiedener Darstellung zeigen in ihrem Verhalten 
groBe Unterschiede bei der Saulenchromatographie der héheren Dicarbonsauren. 
Im vorliegenden Fall verteilt sich die Pimelinséure auf einen sehr groBen Bereich 
(Frakt. 28—88). Auch ein kiinstliches Gemisch von Pimelinsaure, Glutarsaure, 
Bernsteinséure und Malonséure von ahnlicher Zusammensetzung gibt das gleiche 
Chromatogramm wie hier. Papierchromatographisch lieBen sich die Fraktionen 
28—57, 58—75 und 76—88 als Pimelinsaure identifizieren. Frakt. 92—98 erwiesen 
sich als Glutarséure mit einer Spur Pimelinsaéure, Frakt. 103—106 als reine Bern- 
steinsaure und Frakt. 107—114 als reine Malonsiure. 

Es liegt demnach hier die Tetraensaure III in einem Reinheitsgrad von etwa 

80% vor. Als Verunreinigungen diirften wahrscheinlich Arachidonsaure (etwa 5%) 
und. méglicherweise die Tetraensiure II (etwa 10°) sowie eine Triensdéure vor- 
handen sein. 
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Abb. 15. Chromatogramm der Abbausauren der Tetraensiaure (a, 2). 1% (8—27): 
Vorlauf und (28—57): 3,56 ccm n/100-KOH, gef. 0,33 Mol Pimelinsiure. — 3° 
(58—75): 3,47 com n/100-KOH, gef. 0,32 Mol Pimelinséure. — 5% (76—88): 0,883 
cem n/100-KOH, gef. 0,08 Mol Pimelinsaure. Insgesamt 0,73 Mol Pimelinséure. — 
10% (92—98): 0,575 cem n/100-KOH, gef. 0,05 Mol Glutarséure. — 20% (103 bis 
106): 0,974 cem n/100-KOH, gef. 0,09 Mol Bernsteinséure und (107—114): 16,18 

cem n/100-KOH, gef. 1,49 Mol Malonsaure. 


Die Triensaurefraktion 


Einige mg eines diinnfliissigen, farblosen Ols (a, ,). UV-Spektrum der isome- 
risierten Substanz siehe Abb. 16. 
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Abb. 16. UV-Spektrum der Triensaurefraktion. 





























Die Fraktion enthalt auf Grund des UV-Spektrums 20—25% Tetraensaure 
und sicher noch einige % Diensaure, so daB der tatsichliche Triensiuregehalt mit 
60—70% angenommen werden darf. Wegen der zu kleinen Substanzmenge unter- 
blieben weitere Untersuchungen. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft und des Verbands der chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Durch Gegenstromverteilung konnten aus dem C,,-Polyensiure- 
gemisch der Glycerinphosphatide des Gehirns in reichlichen Mengen die 
A710, 13,16. Dokosatetraensiure und die 47-1 13: 16,19 Dokosahexaen- 
siure isoliert werden. Nachgewiesen wurde auBerdem das Vorhanden- 
sein der A 47:14 13,16. Dokosapentaensiure und mit einiger Wahrschein- 
lichkeit das Vorkommen einer Dokosatrienséure, beide in kleineren 
Mengen. 

6* 
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Summary 


Considerable quantities of A* 1% 1% 1°docosatetraenic acid and 
A 47,10, 13, 16. 19.docosahexaenic acid have been isolated by counter-current 
distribution from the mixture of C,,-polyenecarboxylic acids from the 
clycerol phosphatides of the brain. The presence of small quantities of 
A 4:7. 10,13, 16.docosapentaenic acid, and probably also of a docosatrienic 
acid, were detected in addition. 
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Uber Inhibitoren der Carboanhydrase 


Von 


Herbert Keller 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Bonn a. Rhein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1954) 


In einer friiheren pharmakologischen Untersuchung! zum Wir- 
kungsmechanismus des Pentamethylen-tetrazols hatte sich gezeigt, daB 
unwirksame Dosen dieser Substanz am Versuchstier einen Effekt zeigen, 
wenn eine Beeintrachtigung der Atmung vorliegt. Wie die Gasanalyse 
des arteriellen Blutes dabei ergab, ist innerhalb bestimmter GréBen- 
ordnungen eine quantitative Beziehung zwischen dem Ausmaf der 
pharmakologischen Wirkung des Tetrazol-Derivates und dem Kohlen- 
dioxyd-Gehalt, dem Kohlendioxyd-Druck und der H®-Ionen-Konzen- 
tration des Arterienblutes zu beobachten. Auf Grund dieser Befunde 
wurde von uns die Vermutung ausgesprochen, daB durch diese Mittel 
Stoffwechsel-Mechanismen beeinfluBt werden kénnten, die direkt oder 
indirekt den Gehalt der Zentren an Kohlensiéure steuern. Es ist dabei 
naheliegend, an den physiologischen Katalysator der Hydratation und 
Dehydratation der Kohlensaure, die Carboanhydrase, zu denken, 

Torda und Wolff? haben friher schon mitgeteilt, daB sie, auf 
Grund der Befunde von E. L. Gibbs, Lennox und F. A. Gibbs? bei 
verschiedenen Stoffen, darunter auch dem Pentamethylen-tetrazol, eine 
hemmende Wirkung auf das Ferment beobachtet haben. Dieser Beob- 
achtung kénnte eine grundsitzliche Bedeutung zukommen, wenn sie 
nicht nur fiir das Pentamethylen-tetrazol, sondern auch fiir chemisch 
andersartig konstituierte, pharmakodynamisch aber identische Stoffe 
zutrife. Einerseits wiirde damit die Funktion analeptisch wirksamer 
Stoffe einer Erklirung naher gebracht, andererseits kénnte sich auf 
diesem Wege aber auch vielleicht eine Méglichkeit ergeben, Einblick 
in die chemischen Vorginge zu gewinnen, die einer Erregung des Zentral- 
nervensystems zugrunde liegen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden dementsprechend drei Gruppen 
von Substanzen daraufhin untersucht, ob sie in der Lage sind, die enzy- 
matisch katalysierte Dehydratation der Kohlensdiure zu beeinflussen. 
Diese drei Stoffgruppen waren: 1. Substanzen, die ausschlieBlich erre- 
gend auf das Zentralnervensystem wirken. 2. Substanzen, die daneben 


1H. F. Zipf u. H. Keller, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 242 [1952]. 
2 A. Torda u. H. G. Wolff, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 95, 444 [1949]. 
3 E. L. Gibbs, W. G. Lennox u. F. A. Gibbs, Arch. Neurol. Psychiatry 48, 
223 [1940]. 
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auch noch andere Wirkungskomponenten besitzen. 3. Substanzen, bei 
denen sich vorwiegend eine periphere und nur unter bestimmten Um- 
stinden auch eine zentral-erregende Wirkung feststellen 1aBt. SchlieB- 
lich wurden noch Verbindungen untersucht, die keine nervése Wirkung 
besitzen, die aber als Carboanhydrase-Inhibitoren bekannt sind. Die 
durch diese Substanzen registrierte Enzymhemmung wurde mit der 
Wirkung der anderen gepriiften Stoffe verglichen. 


Beschreibung der Versuche 


a) Die Methode zur Aktivitatsbestimmung der Carboanhydrase: 
Um die Aktivitat des Fermentes zu messen, wurde die Dehydratation der Kohlen- 
siure in einem manometrischen System registriert. Es wurde dabei eine Technik 
verwendet, wie sie von Krebs und Roughton* beschrieben ist. Es wurden konische 
GefaBe von etwa 20 ml Inhalt benutzt, die aber an Stelle des Seitenarmes ein 
zweites kleines EinsatzgefaB im Innern des Hauptraums besitzen. In diesem Einsatz- 
trog ist ein Eisenkern eingeschmolzen, den ein an der AuBenseite des HauptgefaBes 
sitzender Magnet in seiner Lage fixiert*. Durch Wegziehen des Magneten stiirzt 
der Einsatztrog um, und sein Inhalt ergieBt sich in den Hauptraum. Dadurch wird 
ohne Temperaturanderung sein Inhalt, das Substrat, quantitativ in den Haupt- 
raum mit dem Puffer-Ferment-Gemisch gebracht und eine optimale Durchmischung 
gewahrleistet. Die Menge des freiwerdenden Kohlendioxyds kann am Manometer 
laufend verfolgt werden. Um absolut gleiche Verhaltnisse zu haben, wurde zu 
jeder MeBserie nur ein manometrisches System verwendet, d. h. eine Verdiinnungs- 
reihe wurde mit dem gleichen GefaB und Manometer gemessen. Der Thermostat 
der Apparatur war bei allen Versuchen zunachst auf + 15°C eingestellt (Temperatur- 
konstanz + 0,01°). Bei Stoffen, die eine inhibitorische Wirksamkeit hatten, 
wurden Parallelserien bei + 0,55° C und bei + 20° C gemessen. Auf die Konstanz 
der Schiittelfrequenz von 180 Doppelschwingungen/Min. wurde groBer Wert gelegt. 

Der Kurvenverlauf bei dieser Technik, die sich in Ubereinstimmung zu Krebs 
und Roughton gut bewahrt hat, entspricht nicht den tatsaichlichen kinetischen 
Verhaltnissen, wie Kiese® schon friiher zeigen konnte. Bei Anordnungen ahnlich 
der hier verwendeten sind durch Diffusion der Kohlensiure gewisse Kurven- 
verzerrungen unausbleiblich. Da diese einfache und iibersichtliche Methode aber 
sehr gut reproduzierbare Ergebnisse liefert, kann sie unter Verzicht auf absol. 
Werte iiberall dort eingesetzt werden, wo Vergleichswerte ausreichen. 

b) Zusammensetzung des Puffers: 

3 Tle. m/10-Na,HPO,, 2 Tle. m/10-KH,PO,: er wurde vor jedem Versuch 
frisch hergestellt (bei allen Lésungen benutzten wir, entspr. einer Empfehlung 
von Roughton®, nur aqua bidest.). 

c) Als Substrat wurde vor jedem Versuch ebenfalls frisch zubereitetes 
0,05-m.NaHCO, verwendet. 

d) Das Ferment wurde entweder nach der Methode von Meldrum und 
Roughton’ oder nach Keilin und Mann® dargestellt. Ausgangsmaterial war 
Rinderblut. Die waBr. Athanol-Ferment-Fraktion bzw. salzfrei dialysierte, waBr. 
Fermentlésung wurde lyophilisiert und iiber Calciumchlorid aufbewahrt. In einem 
Teil der Versuche verwendeten wir einen Auszug von homogenisiertem Rattenhirn. 


4H. A. Krebs u. F.J.W. Roughton, Biochem. J. 48, 550 [1948]. 
° M. Kiese, Biochem. Z. 307, 400 [1941]; s.a. H. A. Krebs, Biochem. J. 
43, 550 [1948]. 
6 F. J. W. Roughton, Harvey Lect. XX XIX, 96 [1942]. 
7 N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 113 [1934]. 
8 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 


*) Hersteller: Fa. B. Braun, Melsungen. 
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Die Darstellung des wirksamen Extraktes erfolgte, indem das Hirn einer etwa 
250 g schweren, durch Dekapitation getéteten und entbluteten Ratte mit Seesand 
zerrieben, der Brei mit 5 ml aqua bidest. versetzt und abzentrifugiert wurde. Die 
milchig triibe Flissigkeit diente als Ausgangslésung. 

e) Durchfiihrung der Reaktion: 2,4 ml Pufferlésung wurden in den 
Hauptraum pipettiert, 0,1 m/ Fermentlésung zugefiihrt, dann 0,1 ml Unter- 
suchungssubstanz und schlieBlich in den Einsatztrog 0,4 ml Natriumhydrogen- 
carbonat-Lésung gegeben. Das Manometer-System lieBen wir 30 Min. austempe- 
rieren, wobei etwa 80 Doppelschwingungen/Min. eingestellt waren, Unter gleich- 
zeitigem ,,Abziehen“‘ des Magneten erfolgte die Einstellung von 180 Doppel- 
schwingungen/Min. und nach genau 10 Sek. die erste Ablesung. Grundsatzlich 
wurde zur Bestimmung der inhibitorischen Wirksamkeit nach folgendem MeB- 
verfahren vorgegangen : 

Zunachst mehrfache Messung der unkatalysierten Reaktionen, wobei an Stelle 
von Ferment und Untersuchungssubstanz jeweils 0,1 m/ aqua bidest. zugesetzt 
waren. Nach der Festsetzung des ,,Wasserwertes’ erfolgte die Ermittlung der 
katalysierten Reaktion analog. In der nun folgenden MeB-Serie wurde die Aktivitat 
des Fermentes bei Zusatz verschiedener Konzentrationen der zu untersuchenden 
Substanz gepriift. Die Konzentrationen waren dabei, wenn eine hemmende Wirkung 
iiberhaupt festgestellt werden konnte, so gewahlt, daB sie der 50-proz. Hemmung 
des Fermentes méglichst nahe kamen. Wir schlossen uns damit einem Verfahren 
von Krebs und anderen an. Die 50-proz. Hemmung errechneten wir dabei aus der 
Differenz zwischen der unkatalysierten und der katalysierten Reaktion. Als MeB- 
punkte wurden dabei die Werte von 80, 90 und 100 Sek. benutzt. 

Die Menge des zu einem Versuch nétigen Fermentes bestimmten wir in Vor- 
versuchen: In einer Verdiinnungsreihe wurde die Konzentration ermittelt, die 
50 Sek. nach Reaktionsbeginn die Menge des freigesetzten Kohlendioxyds gegen- 
iiber der unkatalysierten Reaktion verfiinffachte. Diese Aktivitatsmenge wurde ge- 
wahlt, weil bei Anwendung sehr geringer Fermentmengen einerseits stets ein 
UberschuB an Substrat gewahrleistet ist und die Reaktion monomolekular verlauft, 
andererseits fiir die zu erwartende inhibitorische Funktion der zugesetzten Stoffe 
optimale Bedingungen bestehen und schlieBlich, weil die Ablesungsgenauigkeit bei 
dieser Aktivitaét noch befriedigend groB ist. Von den pulverisierten Ferment- 
praparaten wurde jeweils der Zinkgehalt nach der Methode von Weitzel® be- 
stimmt. Fiir die nach Meldrum und Roughton dargestellten Praiparate ergab 
sich: 0,15—0,17°% Zn, fiir die nach Keilin und Mann 0,26—0,28% Zn. 


Ergebnisse 


Es wurden 18 Verbindungen auf ihre effektorische Wirksamkeit 
gegentiber der Carboanhydrase gepriift. Es handelte sich dabei um vier 
nach pharmakodynamischen Gesichtspunkten eingeteilte Stoffgruppen: 


a) Vorwiegend auf das Zentralnervensystem erregend wir- 
kende Substanzen: 


1, 3-Athyl-4-cyclohexyl-1.2.4-triazol 

2. Pentamethylen-tetrazol 

3. 3.5-Dimethyl-isoxazol-carbonsiure-(4)-diithylamid 
4. o-Phthalsiure-bis-diathylamid 

5. 3-Methyl-5-isopropyl-cyclohexenon-(2) 

6. Pyridin-£-carbonsiéure-diathylamid 

. Aqua camphorata (nach DAB. 6) 


I 


® G. Weitzel u. A. M. Fretzdorff, diese Z. 292, 221 [1953]. 
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b) Substanzen, die auBer am Zentralnervensystem noch 


~ 


~— 


an anderen Systemen Angriffspunkte besitzen: 

1. Strychnin-nitrat 

2. Coffein-Natriumsalicylat 

3. 1-Phenyl-2-methylamino-propan-hydrochlorid 

4. Lobelin-hydrochlorid 

Substanzen, die vorwiegend auf andere Systeme und 
nur unter besonderen Umstinden am Zentralnerven- 
system wirksam werden: 

1. Adrenalin-hydrochlorid 

2. Nor-adrenalin-hydrochlorid 

3. -[p-Oxy-phenyl |-athyl-methylamin-tartrat 

4. }-[p-Oxy-phenyl]-isopropyl-methylamin-sulfat 

5. Ephedrin-hydrochlorid 

Substanzen ohne Wirkung auf das Zentralnerven- 
system: 

1. Sulfanilsiureamid 

2. 4’-Sulfonamido-2.4-diamino-azobenzol 

3. 2-Sulfanilamido-thiazol 


Es zeigte sich, daB nur die Gruppen a) und d) einen EinfluB auf das 


Ferment besitzen. Alle anderen gepriiften Substanzen waren dem Fer- 
ment gegenitiber indifferent. In der Gruppe a) erwies sich dabei das Aus- 
maB der Enzymhemmung absteigend, entsprechend der Reihenfolge 
1—7. Die Konzentrationen, die eine 50-proz. Hemmung der verschie- 
denen Fermentpraparate bei den gepriiften Temperaturen bewirken, 


Tab. 1. Konz. der Substanzen von Gruppe a), die eine 50-proz. Hemmung der 


CAH-Aktivitét verursachten, in 10-* Mol/l. 



































+ 0,55° + 15° + 20° 
Temperatur Keilin-| Mel- | Keilin-| Mel- _| Keilin-| Mel- 
, Pra- | drum- | Pra- | drum- a Pra- | drum- 
parat | Prap. | parat | Prap. | °° parat | Prap. 
pen eae. 85 | 108 | 20 | 3,5 | 7,33] 08 | 1,0 
we 15 | 145 | 440 | 825] 100 | 10 | 11 
3.5-Dimethyl- 
isoxazol-carbonsaure- 130 148 5,33 10,5 18,65 3,1 3,3 
(4)-diaithylamid 
> 3 a 
rere eon - yum 175 | 181 | 7,25 | 12,88 | 15,70] 3,7 | 4,2 
3-Methyl-5-isopro- ‘ ‘ 915 5 
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be es 308 A 170 | 205 | 9,75 | 15,0 | 2233] 5,3 | 59 
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sind in Tab. 1 zusammengestellt. Mit aqua camphorata waren keine 
sicher reproduzierbaren MeBwerte zu erhalten, mit Sicherheit konnte 
aber stets eine deutliche Hemmwirkung festgestellt werden. 

Wie gleichfalls aus dieser Tab. ersichtlich, ist die Wirksamkeit der 
Inhibitoren um so gr6Ber, je héher das Ferment gereinigt ist. Um Ver- 
gleichsméglichkeiten mit den Befunden von Krebs® zu haben, priiften 
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wir auch drei der von ihm untersuchten Sulfonamide mit unserer An- 

ordnung (Tab. 2) und gelangten mit dem Meldrum-Roughton- Pra- 

parat zu Ergebnissen, die praktisch mit denen von Krebs 

identisch sind. Mit dem nach Keilin und Mann bereiteten Enzym 
kamen wir erwartungsgeméB noch etwas tiefer. 

Krebs hat festgestellt, daB8 die Hemmwirkung der Sulfonamide 
stiirker wird, wenn man die Reaktion bei tieferer Temperatur ablaufen 
1aBt. Diese Beobachtung konnte hier bestatigt werden (Tab. 2). 

Bei den analogen Versuchen mit den Arzneimitteln der Gruppe a) 
zeigte sich jedoch der umgekehrte Effekt. Je tiefer die Temperatur, 
desto unwirksamer waren alle untersuchten Substanzen. 
Wurde dagegen die Temperatur erhéht, so erfolgte Wirkungssteige- 
rung (Tab. 1). Bei den Versuchen zu Abb. 1 wurde einem Keilin- 
Praparat eine 10-5-m. Pentamethylen-tetrazol-Lésung zugesetzt und die 
Aktivitat bei + 0,55°, 10°, 15° und 20° gemessen. 

Tab. 2. Konz. der Sulfonamide, die eine 50-proz. Hemmung der CAH-Aktivitat 


verursachten, in 10~® Moll. 
(Die eingeklammerten Werte sind die von Krebs angegebenen) 

















0,55° 15° 
See Meldrum- ha! Meldrum- 
. vm Roughton- se a. Roughton- 
nest Praparat eats Praparat 
Sulfanilsiureamid 0,9 1,35 (0,9) 1,5 1,75 (1,9) 
4’-Sulfonamido-2.4- . Bs 
cunananiaeiens 0,001 0,002 (0,006) 0,005 0,01 (—) 
9.§ N HY ; ” ‘. ~ 
. a 75 120 (660) 135 200 (770) 
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Diskussion’ 


Bei den folgenden Mechanismen ist die Carboanhydrase als wirk- 
samer Faktor erkannt: Kohlendioxyd-Austausch des Blutes, Sekretioni 
der Magensaiure, Harnbereitung und nervése Funktion. Das Ferment 
wird, gleichgiiltig ob es aus Erythrocyten, der Magenwand, der Niere 
oder dem Gehirn dargestellt ist, sowohl von den Sulfonamiden als auch 
von den erregend wirkenden Mitteln gehemmt. Im intakten Organismus 
dagegen ist die Wirkung dieser Inhibitoren keineswegs so universell. 
Mit Sicherheit ist bis heute nur bekannt, daf durch Sulfonamide die 
Nierenfunktion beeinfluBt werden kann. Die Sulfonamid-Diurese wird 
auf eine Hemmung der Nieren-Carboanhydrase zuriickgefihrt!®. Es 
gelingt jedoch nicht, auf die drei anderen Enzym-Funktionen auch mit 
hohen Dosen EinfluB zu gewinnen: Weder der Blut-Gas-Austausch, noch 
die Magensiure-Produktion, noch die Hirnfunktion werden durch Sul- 
fonamide veraindert. Umgekehrt ist es nicht méglich, mit den Analep- 
ticis die Diurese meBbar zu beeinflussen. 

Diesen widerspruchsvollen Tatsachen steht der hier erhobene Be- 
fund entgegen, daB der aus Erfahrung im Tierexperiment wie in der 
Klinik geschaffene Begriff des ,,zentralen Analepticums durch die ge- 
meinsame Eigenschaft gekennzeichnet ist, Inhibitor der Carboanhydrase 
zu sein. Diese Tatsache ist um so bemerkenswerter, als die Vertreter 
dieser pharmakodynamischen Kategorie sich in ihrer chemischen Kon- 
stitution in keiner Weise auf ein gemeinsames Grundprinzip zuriick- 
fiihren lassen. 

Schon friiher wurden Versuche unternommen, den zugrunde lie- 
genden biochemischen Mechanismus zu erkliren: Fir die Hypothese, 
da diese Substanzen das Cytochromsystem beeinflussen kénnten!, 
hat sich kein Anhalt ergeben. Sichergestellt wurde dagegen, daB die 
Cytochromoxydase in ihrer Aktivitaét unbeeinfluBt bleibt. Die be- 
schriebene Hemmung der Cholinesterase! diirfte nicht spezifisch sein, 
da die notwendigen Inhibitor-Konzentrationen relativ hoch sind. 

Der Befund, daB die Brenztraubensiure- und Oxalessigsiure-De- 
carboxylase durch diese Stoffe gehemmt wird", ist schwierig zu inter- 
pretieren, umsomehr, als eine ganze Reihe anderer sowohl] chemisch 
differenter wie auch wirkungsmabig verschiedenartiger Verbindungen 
denselben Effekt ergeben. 

Ks stellt sich nun die Frage, ob die zentral erregende Wirkung der 
Analeptica in direktem Zusammenhang mit der Hemmung der Carbo- 
anhydrase steht. Dem widerspricht die oben erwaihnte Divergenz zwi- 


10 W.H. Miller, A. M. Dessert u. R. O. Roblin, J. Amer. chem. Soc. 72, 
4893 [1950]. 

1 vy. Meduna, Dis. Nerv. Syst. 6, Nr. 9 [1945]. 

2 A. Torda u. H. G. Wolff, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 744 [1950]. 

13 F, Hellauer u. W. Umrath, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 3. 
244 [1949/50]. 
4 A. Torda v. H. G. Wolff, J, Pharmacol. exy. Therapeut. 98, 358 | 1949). 
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schen der einheitlichen Wirkung der verschiedenen Inhibitoren am iso- 
lierten Fermentpraparat und der unterschiedlichen Wirkung bei der 
Anwendung in vivo. Dabei ist besonders die verschiedenartige Wirkung 
der Sulfonamide und der Analeptica auffallend. 

Dazu ist folgendes zu sagen: Die Wirkung einer Substanz in vivo 
wird nicht nur durch ihr enzym-effektorisches Verhalten in vitro be- 
stimmt, sondern ebensosehr durch die besonderen Gegebenheiten, die 
ihr im intakten Organismus resp. dem intakten Zellverband des Organ- 
praparates entgegengestellt sind. Wenn die Wirkung der Sulfonamide 
sich nicht mit der von Analepticis vergleichen laBt, obwohl bei Versuchen 
an geeigneten Fermentpraparaten groBe Parallelen bestehen, so kénnen 
folgende Faktoren zur Erklarung dafiir herangezogen werden: 

Sulfonamide werden relativ langsam und nur teilweise im Organis- 
mus abgebaut. Sie erscheinen zum gr6éBten Teil wieder im Harn, d. h. 
sie haben ohne chemische Veranderung die Niere passiert !°. Hier, in der 
Niere, kénnen sie daher auch eine meBbare Wirkung entfalten, da sie 
unverandert tiber eine relativ lange Zeit hinweg auf die im Zellinnern 
vorhandene Carboanhydrase einwirken kénnen. Auch wenn ihr Tempe- 
ratur-Optimum — und damit ihr Wirkungs-Optimum — stark tiber- 
schritten ist, so werden doch noch einzelne Verbindungen hemmend auf 
das Ferment und damit auf das AusmaB der Harnproduktion wirksam. 
Das entscheidende Moment an dieser Wirkung ist in der Tatsache zu er- 
blicken, daB die unverinderten Verbindungen iiber Stunden mit dem 
Ferment in Kontakt bleiben. 

Die erregend wirkenden Stoffe dagegen ,,verschwinden‘“ in kiirzester 
Zeit aus der Blutbahn?¢ und sind im Harn praktisch nicht nachweisbar?’. 
Ihre Hemmwirkung ist demnach auf eine Zeitspanne befristet, die zu 
kurz ist, um eine meBbare Verinderung der Nierenfunktion resultieren 
zu lassen, zumal die sezernierten Harnmengen nicht kontinuierlich, son- 
dern in gr6Beren Intervallen gemessen werden. 


Andererseits passieren Analeptica auBerordentlich leicht die Zell- 
membran?*, kénnen also in das Zellinnere, z. B. einer Nervenzelle ge- 
langen und so in direkten Kontakt zur Carboanhydrase kommen. Im 
Gegensatz dazu sind die Zellmembranen fiir die an PlasmaeiweiB ge- 
bundenen Sulfonamide praktisch impermeabel!®, mit Ausnahme ein- 
zelner Abschnitte der Niere. Sulfonamide kommen also weder mit der 
Magen-, noch mit der Erythrocyten-, noch mit der im Nervengewebe 
lokalisierten Carboanhydrase in Kontakt und kénnen demzufolge in 
diesen Zellen auch keine Effekte auslésen. Die Analeptika dagegen kom- 
men mit dem Ferment stets in Beriihrung, doch ist ihre Wirkung — auf 


1 J. Kiihnau, Klin. Wschr. 1938 I, 116. 
16H. J. Tatum u. J.Kozelka, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 66, 35 [1939]. 
1” K. Hinsberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 192, 
90 [1939]. 
1% J.E.P.Toman u. J. D. Taylor, Arzneimittel-Forsch. 4, 175 [1954]. 
19M. H. Jacobs u. D. R. Stewart, J. gen. Physiol. 25, 539 [1942]. 
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Grund des raschen Abbaues — nur sehr kurzfristig. Daraus erklart es 
sich, daB weder bei der Salzséiure-Produktion im Magen noch beim Blut- 
Gasaustausch Storungen durch Analeptika meBbar sind. 

Im Zentralnervensystem allein manifestieren sich Funktionsande- 
rungen geniigend rasch, um auch sehr kurzfristige Carboanhydrase-Blok- 
kierungen deutlich werden zu lassen. Die Stérung des Kohlendioxyd- 
Stoffwechsels kommt dabei vielleicht in Form krampfartiger Anfialle der 
willkirlichen Muskulatur zum Ausdruck. 

Diese Uberlegungen lassen an eine Theorie des Wirkungsmecha- 
nismus der zentralen Analeptica etwa in der Form denken, daB man an- 
nimmt, diese Substanzen bewirken durch reversible Blockierung der 
CAH im Zentralnervensystem eine Anstauung kohlensaurer Produkte 
im Zellinneren, wobei letztere den auslésenden Zellreiz darstellen. Diese 
Erregung kann je nach der erreichten Konzentration bis zum Maximum, 
d. h. bis zum Krampfanfall, fortschreiten. — Weitere Versuche miissen 
zeigen, ob und inwieweit diese Theorie sich als zutreffend erweist. 


Zusammenfassung 


Mit einer manometrischen Methode werden 16 Substanzen, die auf 
das Zentralnervensystem direkt oder indirekt erregend wirken, daraufhin 
gepriift, ob sie eine Wirksamkeit gegeniiber der Carboanhydrase be- 
sitzen. Dabei kann festgestellt werden, daB alle Verbindungen, die aus- 
schlieBlich gehirn-erregend wirken, d.h. zentrale Analeptica, durchweg 
Inhibitoren dieses Fermentes sind. Die Ergebnisse bei diesen Verbin- 
dungen werden mit der Hemmwirkung von drei Sulfonamiden ver- 
glichen. Die Resultate werden diskutiert, und es wird die Theorie auf- 
gestellt, daB zentral erregende Stoffe im Inneren der Zellen des Zentral- 
nervensystems eine Akkumulation kohlensaurer Produkte hervorrufen. 
Diese Blockierung des Gasaustausches soll die auslésende Ursache der 
pharmakologischen Wirkung sein. 


Summary 


Sixteen substances that directly or indirectly stimulate the central 
nervous system have been tested for activity towards carboanhydrase 
by a manometric method. It has been established that the all compounds 
that stimulate exclusively the brain, i. e. central analeptics, are inhibitors 
of this enzyme. The results with these three compounds are compared 
with the inhibition by three sulphonamides. The results are discussed, 
and the theory is put forward that substances stimulating the central 
nervous system cause an accumulation of carbonic acid inside its cells; 
this inhibition of gaseous exchange is considered to be the origin of their 
pharmacological activity. 
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Uber den EinfluB von Hydrogencarbonat-lonen 
auf die Glykolyse von Hirnsuspensionen 


Von 
Herbert Keller 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Bonn a. Rhein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1954) 


Die Frage nach spezifischen Wirkungen des Kohlendioxyds wird in 
der Literatur unterschiedlich beantwortet. Die lahmende Eigenschaft 
und der antagonistische Effekt gegeniiber Krampfgiften sind von meh- 
reren Seiten! untersucht worden. Gegen die Befunde, die durchweg am 
lebenden Objekt erhoben sind, ]4Bt sich der entscheidende Einwand 
bringen, daB diese Erscheinungen nur zu beobachten sind, wenn sehr 
groBe, d. h. praktisch toxische Dosen verabreicht werden. Von einer fiir 
das Kohlenséureanhydrid spezifischen Wirkung kann bei diesen Ver- 
suchen nicht die Rede sein. 

Auch die Frage, ob die Regulation der Atmung eine nur der Kohlen- 
siure eigentiimliche Funktion ist, oder ob lediglich ihr Saiurecharakter 
dafiir verantwortlich gemacht werden kann, wird heute noch disku- 
tiert 3, 

Wir fanden in friiheren Untersuchungen‘, daB durch Verainderung 
des Hydrogencarbonatgehaltes resp. des Blut-Kohlendioxyd-Druckes 
die Wirksamkeit zentralerregender Substanzen variiert werden kann. 
Umgekehrt konnte beobachtet werden, daB solche Arzneimittel auch 
ihrerseits den Kohlendioxyd-Gehalt von nervésem Gewebe regelmaBig 
verindern. Der zugrunde liegende Mechanismus besteht in der Blockie- 
rung der Carboanhydrase. Dies lieB sich am isolierten Ferment wie auch 
an Hirnschnitten demonstrieren. Wir haben fiir die weiteren Unter- 
suchungen uns eine Arbeitshypothese zugrunde gelegt, nach der zentral- 
erregende Substanzen dadurch wirken, daB sie intrazellulir eine Akku- 
mulation kohlensaurer Produkte verursachen. Diese bewirken auf eine 
unbekannte, jedoch spezifische Weise eine Veranderung im nervésen 
Gewebe, die sich funktionell auswirkt und im Krampfanfall ihren Gipfel- 
punkt besitzt. Um die Tragfaihigkeit dieser Hypothese zu vergroBern, 
muBten Beweise spezifischer Wirkungen des Kohlendioxyds auf den 
Stoffwechsel von Hirngewebe erbracht werden. 


1G. H. Pollack, J. Neurophysiology 12, 315 [1949], dort weitere Lit. 

2 E. Opitz, Klin. Wschr. 20, 1161 [1941]. 

3H. Winterstein, Arch. int. Pharmacodynam. Thérap. 88, 80 [1950]. 

4H. F. Zipfu. H. Keller, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 
makol. 214, 243 [1952]. 
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Eine Analyse der eigentlichen Stoffwechselwirkungen des Kohlendioxyds am 
isolierten Organ und an gereinigten Fermentsystemen verdanken wir Kiese°. 
Er fiihrt die Kohlensdiurewirkung in erster Linie auf die Bildung von Carbamaten 


zuriick und halt Hydrogencarbonate als wirksame Form des Kohlendioxyds fiir 


sehr unwahrscheinlich. 

Im intermediaren Stoffwechsel ist Kohlendioxyd an vielen Reaktionen be- 
teiligt. So sind neben den Befunden von Ochoa und Mitarbeitern® am ,,malic 
enzyme“ und den Beobachtungen von Cohen und Grisola? am Ornithin- 
Cyclus® fiir den Hirnstoffwechsel besonders die Mitteilungen von Roberts und 
Frankel®, Wingo und Awapara” bedeutsam. Sie konnten im Gehirn eine 
Glutaminsaure-Decarboxylase nachweisen, welche durch Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd Glutaminséure zu y-Amino-buttersiure decarboxyliert. 

Demnach nimmt Kohlendioxyd sowohl als Substrat wie als Reak- 
tionsprodukt auch im Hirnstoffwechsel an zahlreichen Umsetzungen 
teil. Verénderungen der vorhandenen Kohlendioxyd-Menge kénnen dem- 
nach durch Verschiebung des Gleichgewichts nach der einen oder der 
anderen Seite den Verlauf der beteiligten Reaktionen beeinflussen. 


Dies bedeutet, da8 MaBnahmen, die den Kohlendioxyd-Spiegel in 
der Zelle veriindern, schwerwiegende Verschiebungen des Zellstoff- 
wechsels nach sich ziehen kénnen. Dariiber hinaus kann auch noch die 
Aktivitaét von Fermenten, wie Kiese feststellen konnte, unter dem Ein- 
fluB verinderter Kohlendioxyd-Konzent: tionen beeinfluBt werden. 


Der Versuch, sich in vivo ein Bild iiber den Kohlendioxyd- Umsatz 
zu machen, scheitert daran, da8 es praktisch nicht méglich ist, den intra- 
zellularen Kohlendioxyd-Druck exakt zu messen. Die Methode von 
Campbel?!, die wir zu diesem Zweck in Vorversuchen erprobt haben, 
hat eine zu groBe Fehlerbreite und erlaubt keine verbindlichen Aussagen. 
Wir entschlossen uns also, durch Versuche in vitro die Frage nach der 
spezifischen Kohlenséure-Wirkung am Nervengewebe zu untersuchen. 
Unser Problem war dabei, ein Modell zu finden, bei dem die Méglichkeit 
bestand, einen grundsitzlichen Einflu8 der Kohlensiure zu demonstrie- 
ren, ein System, das dariiber hinaus in einem relativ engen Zusammen- 
hang mit den funktionellen Mechanismen des nervésen Gewebes steht. 


Wenn die Glykolyse von Hirnsuspensionen als Modell zur Prifung 
des Einflusses von Kohlendioxyd benutzt wurde, so geschah dies aus 
folgenden Grinden: 


1. Der Energiebedarf des Gehirns wird praktisch nur durch den 
Verbrauch an Kohlenhydraten gedeckt?. 


5 M. Kiese, Biochem. Z. 305, 22 [1940]. 
®° S. Ochoa, A. H. Mehler u. A. Kornberg, J. biol. Chemistry 174, 979 
[1948]. 





. P. Cohen u. 8S. Grisola, J. biol. Chemistry 182, 747 [1950]. 
. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 
. Roberts u. S. Frankel, J. biol. Chemistry 187, 55 [1950]; 188, 789 


co R=Ban) 


1 F. W. Campbel, J. Physiology 68, 7 P [1929]. 
#2 W. A. Himwich u. H. E. Himwich, J. Neurophysiology 9, 133 [1946]. 
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2. Es ist bewiesen!’, daB die Zwischenreaktionen, die Zwischen- 
produkte und die notwendigen Co-Faktoren der Glykolyse im Gehirn 
dieselben sind, wie sie fiir das Muskelgewebe beschrieben sind. 


3. Der Zusammenhang zwischen Glykolyse, Energiespeicherung in 
Form von Phosphat-Verbindungen und Elektronen-Transport ist fiir 
kein anderes — aus so vielen Gliedern sich zusammensetzendes System — 
so eingehend untersucht. 


4. Die Verkniipfung von energiereichen Phosphat-Verbindungen 
mit funktionellen Mechanismen des nervésen Gewebes ist durch zahl- 
reiche Untersuchungen!‘ sichergestellt. 


5. Man darf annehmen, dafB die Glykolyse ein wesentlicher Faktor 
beim Zustandekommen nervoéser Funktionen ist. 


Wegen der relativ genauen Kenntnis aller einzelnen Vorgange 
dabei, erschien die theoretische Analyse eines allenfalls zu beobachtenden 
Effektes méglich. 


Methodik 


Als Ausgangsmaterial diente das Hirn junger, 20—22 g schwerer mannlicher 
und weiblicher Mause. Die Tiere wurden durch Dekapitation getétet, das Hirn 
sofort herausprapariert und gewogen. Entsprechend dem Gewicht wurde es mit 
der zehnfachen Menge Suspensionslésung in das Homogenisationsrohr eingebracht 
und im Apparat von Potter und Elvehjem™ homogenisiert. Die Dauer und die 
Intensitat der Homogenisation wurde soweit als méglich konstant eingehalten und 
das Ausma8 der Gewebszertriimmerung mikroskopisch kontrolliert. Die erhaltene 
Suspension wurde zu 10 ml vorgewarmtem Medium gebracht, das von Gas durch- 
perlt war. Als ReaktionsgeféBe dienten Reagensgliser. Die gleichmafige Durch- 
mischung wurde durch den Gasstrom gewahrleistet, der vom Grunde des Glases 
aus einer Kapillare hochstieg. Die Menge des durchstrémenden Gases war 81//Stunde. 
Die Bebriitung erfolgte bei 37°. Zur Beatmung verwendeten wir Sauerstoff bzw. 
Stickstoff, bei Hydrogencarbonat-Ansatzen mit einem Zusatz von 5% Kohlen- 
dioxyd. In gleichmaBigen Intervallen wurde den ReaktionsgefaBen 1 m/ ent- 
nommen, durch Zugabe von 1 ml 10-proz. Trichloressigsiure die Reaktion unter- 
brochen und das EiweiB ausgefallt. Nachdem die Proben 5 Min. gestanden hatten, 
wurden sie auf 5 ml aufgefiillt, nach weiteren 30 Min. wurde das Sediment sorg- 
faltig abfiltriert (Filter Nr. 595 von Schleicher & Schiill) und 3 ml Filtrat mit 
1 ml 10-proz. waBr. Kupfersulfatlésung versetzt. Nun kam 1,0 g Calciumhydroxyd 
dazu und wurde mit den Ansatzen kraftig durchgeschiittelt. Zur vollstandigen 
Entzuckerung lieBen wir die Proben weitere 30 Min. bei Zimmertemperatur stehen 
und zentrifugierten danach 5 Min. bei 3500 Touren. In den Zentrifugenglasern 
bildete sich eine Dreierschichtung, deren mittlere wasserklar war. Von dieser mitt- 
leren Schicht wurde vorsichtig 1 ml herauspipettiert, ohne daB von der oberen 
oder unteren Schicht Substanz mit entnommen wurde. In dieser klaren Lésung 
wurde die Milchsaiure nach der Methode von Barker und Summerson'® 
bestimmt: 

Die Ansatze wurden in einem 20-ml-Erlenmeyerkélbchen im Eisbad gekiihlt 
und tropfenweise 6 ml konz. Schwefelsiure zugegeben. Pro Glas benotigten wir 


13 0. Meyerhof u. E. Perdigon, Enzymologia [Den Haag] 8, 353 [1940]. 
14 Lit.-Zusammenstellung: H. Weil-Malherbe, Biochem. Soc. Symposia 8, 
16 [1952]. 
1 -V.R. Potter u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 
16 J, B. Barker u. W. H. Summerson, J. biol. Chemistry 138, 535 [1941]. 
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eine Zeit von etwa 4 Minuten. Durch dauerndes kraftiges Schiitteln im Eisbad 
war jede lokale Erwarmung des Reaktionsgemisches ausgeschlossen. Die Proben 
kamen danach 5 Min. in ein kochendes Wasserbad und wurden erneut im Eisbad 
abgekiihlt. Sobald sie handwarm geworden waren, brachen wir die Kiihlung ab 
und gaben einen Tropfen 4-proz. Kupfersulfatlésung und einen zweiten Tropfen 
p-Oxy-diphenyl-Reagens zu. Fiir beide Zusiitze benutzten wir stets dieselben Pi- 
petten und erreichten damit eine hohe GleichmaBigkeit der Zusatzmengen. Das 
p-Oxy-diphenyl-Reagens war eine 1,5-proz. Lésung in 0,5-proz. Natronlauge. Das 
Reagens fiel in grauen Flocken sofort an der Oberfliche der Schwefelsiure aus 
und wurde durch intensives Schiitteln im ganzen Glas gleichmaBig verteilt. Die 
Ansatze wurden nun fiir 30 Min. in ein Wasserbad von + 30° gebracht und alle 
5 Min. sorgfaltig durchgeschiittelt. Danach kamen die Proben 90 Sek. in ein 
kochendes Wasserbad und wurden dann im Eisbad auf Zimmertemperatur ab- 
gekihlt. Die véllig klaren, blauviolett gefarbten Proben wurden dann bei 578 mu 
photometriert; an Hand einer Eichkurve wurden die Milchsiure-Werte in y be- 
stimmt. Nach unseren Erfahrungen laBt sich eine Genanigkeit von + 0,2 y er- 
zielen, wenn nicht mehr als 10 y und nicht weniger als 1 y Milchséure pro Ansatz 
bestimmt werden mu8. Barker und Summerson bestimmen zwar Proben bis 
zu 30 y Milchséure, doch halten wir dies nicht fiir zweckmaBig, weil bei héheren 
Konz. die Eichkurve von ihrer Linearitat abweicht und die Streuungsbreite stark 
vergréBert ist. Beim Aufstellen von Eichkurven haben wir die Milchsaiurelésungen, 
bevor sie durch Titration eingestellt wurden, durch Kochen depolymerisiert. Die 
Reaktion setzt maximale Vorsicht hinsichtlich der benutzten Reagenzien, Glas- 
gefaBe und iibrigen Arbeitsutensilien voraus. 


Fiir die Versuche im ungepufferten Milieu verwendeten wir als Reaktions- 
medium eine 0,9-proz. Natriumchlorid-Lésung. Nach dem Einbringen des Homo- 
genats wurde sie durclr Zugabe von n/10-NaOH auf py 7.4 gebracht und dadurch 
auf diesem Stand gehalten, daB wir aus einer Kapillare die notigen Laugenmengen 
nachlaufen lieBen. Der entsprechende Hydrogencarbonatansatz enthielt dieselbe 
Kochsalz-Konz. mit einem Zusatz von 0,154 Mol Natriumhydrogencarbonat. Die 
pu-Werte der beiden Ansatze wurden regelmaBig elektrometrisch gepriift und ent- 
sprechend korrigiert. 


Als ,,unphysiologischen“* Puffer verwendeten wir m/10-Veronal-natrium-Puffer 
nach Michaelis, py 7,4. Die Parallel-Ansatze enthielten noch zusatzlich 0,154 
Mol Natriumhydrogencarbonat. 


Unser Phosphat-Hydrogencarbonat-Puffergemisch hatte folgende Zusammen- 
setzung: NaCl 900 mg, KCl 44,6 mg, CaCl, 33,6 mg, MgSO, 38,2 mg, KH,PO, 
21,1 mg sowie 200 mg Glucose auf 100 ml aqua bidest. Wenn Phosphat-Puffer 
vorgesehen war, wurden 8 ml dieser Salzlésung mit 2 m/ einer Salzlésung von 
115,5 mg Na,HPO, auf 10 ml H,O versetzt. Wenn ein Hydrogencarbonatpuffer 
dagegen erwiinscht war, so wurden 2 ml einer Lésung von 390 mg NaHCO, auf 
10 m/ H,O zugesetzt. Den pu-Wert stellten wir stets auf 7,4 ein. 


Adenosintriphosphorséure verwendeten wir in einer Endkonz. von 0,2% in 
Form des K-Salzes. Phosphokreatin haben wir nach der Vorschrift von Leh- 
ninger’® dargestellt und in der gleichen Menge zugesetzt. 


Die Homogenisation erfolgte in demselben Medium, mit dem die anschlieBende 
Bebriitung stattfand. Unmittelbar nach dem Homogenisieren wurde eine Probe 
entnommen und ihr Milchséure-Gehalt bestimmt. Der ermittelte Wert stellt vor- 
wiegend die Milchséiure-Produktion im intakten Organ unter jenen ,,anaeroben‘ 
Bedingungen dar, wie sie durch die Dekapitation der Tiere verursacht werden. 
Diese Milchsiure-Menge wurde von den darauf gewonnenen Werten abgerechnet. 


1” L. Michaelis, J. biol. Chemistry 87, 33 [1930]. 
18 A. L. Lehninger, zit. nach Umbreit-Burris-Stauffer, Manometric Tech- 
niques, Verlag Minneapolis [1951]. 
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Ergebnisse 


I. Die Glykolysein physiol. Kochsalz-Lésung beikonstantem 

pu im Vergleich zum Hydrogencarbonat-Medium 

Bei dieser Anordnung konnte eindeutig festgestellt werden, daB 
die Milchséure-Bildung in einem Milieu, das nur durch einen Natrium- 
chlorid-Gehalt isotonisch ist und als Energiereservoir lediglich Glucose 
enthalt, sowohl ohne wie mit Hydrogencarbonatzusatz wesentlich ver- 
ringert ist im Vergleich zu Ansatzen mit den iblichen Ringer-Lésungen. 
In allen Versuchen gleichbleibend aber zeigte der Ansatz mit zusitz- 
lichem Hydrogencarbonat eine gréBere Milchsiure-Bildung als die 
Kochsalz-Kontrollen. Bei beiden Ansatzen wich die Milchsiure-Produk- 
tionskurve erheblich friiher von der Geraden ab als bei den isoionischen 
Ansitzen. Dabei war aber festzustellen, daB die Hydrogencarbonat- 
Proben etwas linger die lineare Phase einhielten. Tab. 1 zeigt die Milch- 
siure-Produktion der beiden Versuchsreihen unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen. 


Tab. 1. Die Beeinflussung des Milchséurequotienten von Hirnsuspensionen in 

physiologischer Kochsalzlésung durch Zusatz von Hydrogencarbonat-Ionen unter 

aeroben und anaeroben Bedingungen. Die Berechnung des Pasteur-Effektes be- 
zieht sich auf die Mittelwerte aller durchgefiihrten Messungen. 





Milieu | Qo: | Qe: 


Hemmung durch O, 








NaCl/NaOH ... . . | 0,1—0,3 | 4,5—8,3 | 96,8°%, 
NaCl/NaHCO, 0,7—0,95| 5,0—8,5 87,9% 
II. Die Glykolyse im koérperfremden Puffer 
mit und ohne Natriumhydrogencarbonat-Gehalt 

Wenn wir als Puffer ausschlieBlich Veronal-natrium ohne weitere 
Salzzusitze verwandten, war die aerobe und anaerobe Glykolyse 
erheblich reduziert. Auch durch Hydrogencarbonat-Beigaben wurde die 
glykolysierende Fahigkeit der Hirnsuspension nicht nennenswert ver- 
bessert. Es gelang uns nicht, unter diesen Bedingungen einen Effekt des 
Hydrogencarbonats zu beobachten. 


Ill. Die Glykolyse in Phosphat- und Phosphat- 
Hydrogencarbonat-Puffer ohne Zusatz von Co-Faktoren 

Die Versuche wurden in einem isotonischen, isoionischen Puffer. 
gemisch durchgefiihrt. Bei dieser Anordnung war die gréBte Schwan- 
kungsbreite des Q9: zu beobachten. Die Werte fiir den Phosphatpuffer 
schwankten zwischen 0 und 1,8 (Durchschnittswert 1,6), fiir den hy- 
drogencarbonat-haltigen zwischen 1,3 und 3,7 (2,1 als Mittel). Wie 
daraus hervorgeht, sind zwar die Milchsiuremengen im Hydrogen- 
carbonat-Puffer in der Mehrzahl der Faille gréBer als die Werte, die im 
Phosphat-Puffer gemessen werden kénnen. Die untere Grenze unserer 
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Durchschnittswerte fallt aber mit der oberen ,,Phosphatgrenze“ zu- 
sammen, und gelegentlich konnten sogar umgekehrte Effekte beobachtet 
werden, wobei die Milchséureproduktion im Phosphatgemisch die des 
Hydrogencarbonat-Mediums iiberstieg. Diese Streuung konnte ver- 
mieden werden, wenn wir den Homogenisationsproze8 intensiver durch- 
fiihrten. Bei Zertriimmerung des Gewebes bis unter die ZellkerngréBe, 
d. h. wenn wir im Ausstrich keinerlei geformte Bestandteile mehr wahr- 
nehmen konnten, sondern ein véllig homogenes Suspensoid vor uns 
hatten, waren die nun erzielten Werte vollkommen einheitlich. Die 
absol. Menge an gebildeter Milchséure sank aber sehr stark ab und war 
mit den in unseren anderen Versuchen ermittelten und den in der 
Literatur angegebenen nicht mehr vergleichbar. Dieser Effekt kann nur 
ein mechanischer und kein thermischer sein, da wir bei diesen Versuchen 
stets mit gekiihltem Homogenisationsrohr arbeiteten. 


IV. Die Glykolyse in Phosphat- und Phosphat-Hydrogen- 
carbonat-Puffer mit Zusatz von Adenosintriphosphorsaure 
und Kreatinphosphorsaure 


Im Phosphat-Puffer gelang es durch Zusatz des Kaliumsalzes der 
Adenosintriphosphorsiure (ATP) regelmaiBig, die Milchsaure-Bildung 
gegeniiber den Proben ohne ATP-Zusatz erheblich zu reduzieren. Dieser 
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Kffekt war im Phosphat-Hydrogencarbonat-Medium nicht zu beob- 
achten. Vielmehr bewirkte hier der Co-Faktor-Zusatz im Gegenteil eine 
Zunahme der Glykolyse, so daB die Differenz zwischen den Hydrogen- 
carbonat- und Phosphatansitzen am stérksten ausgepragt war. Abb. 1 
gibt einen Uberblick iiber die Milchsiure-Produktion der Hirnsuspen- 
sionen unter den vier verschiedenen Bedingungen. 

Im anaeroben Milieu konnten wir mit ATP-Zusatz keine erhebliche 
Differenz zwischen phosphat- und hydrogencarbonat-gepufferten An- 
sitzen beobachten. Dagegen hatte das Kreatinphosphat hier einen 
senkenden Effekt (Abb. 2). 


V. Der Pasteur-Effekt von Hirnsuspensionen 
und seine BeeinfluBbarkeit durch Adenosin- 
triphosphorsaure 


In der unter Methodik beschriebenen carbonatfreien, phosphat- 
gepufferten, isoionischen Ringer-Lésung lieB sich der Pasteur-Effekt in 
einwandfreier Weise darstellen: Der Qy der Sauerstoffatmosphiare stieg 
von 1,60 auf 11,5 an, wenn der Sauerstoff durch Stickstoff vertauscht 
wurde. Auch im hydrogencarbonat-haltigen Medium war der Effekt 
gleichfalls zu beobachten, wenn auch die Differenz zwischen den beiden 
Quotienten nicht ganz so hoch ist, wie im reinen Phosphat-Medium: 
2,1 zu 9,38. 

Der EinfluB des ATP auf den Pasteur-Effekt ist gering. Im phosphat- 
gepufferten Medium ergibt sich, ebenso wie im hydrogencarbonat- 
haltigen Ringer, eine geringe Steigerung der Glykolyse-Hemmung durch 
den Sauerstoff. 

Anders dagegen ist die Wirksamkeit des Phosphokreatins: Die 
starke Senkung des Pasteur-Effekts resultiert aus der erheblichen 
Hemmung der anaeroben Milchsiéureproduktion. Der Effekt ist im 
Hydrogencarbonat- starker als im Phosphat-Medium ausgepriagt (vgl. 
Tab, 2). 


‘Tab. 2. Der Pasteur-Effekt von Hirnsuspensionen in hydrogencarbonatfreien 


und hydrogencarbonathaltigen Medien unter Zusatz verschiedener Co-Faktoren. 
Alle Versuche wurden bei pq 7,4 angestellt. 

















QR Qe Hemmung durch O, 

Phosphat-Mittelwerte . 11,50 1,60 86,9°% 
ATP-Phosphat ... . 10,01 0,92 90,8% 
Phos.-Kreat.-Phosphat . 6,55 1,50 77,0% 
Hydrogencarb.- Mittelw. 9,38 2,10 17,0; 
ATP-Hydrogencarb. . . 12,62 2,63 79,1% 
Phos.-Kreat.- Hydrogen- 

Chee Hteunnil.) Se. 6,31 2,15 65,8°% 
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Diskussion 


Der Zweck dieser Untersuchung war, nicht Besonderheiten der 
Hirnglykolyse im Gegensatz zu der Glykolyse anderer Organsysteme 
zu beobachten, sondern vielmehr zu priifen, ob eine spezifische Wirkung 
des Kohlendioxyds bzw. seiner Abkémmlinge auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel des Gehirns zu finden sei. Dabei diente die aerobe Milch- 
siure-Bildung und der Pasteur-Effekt als Indikator fiir allenfalls statt- 
gefundene Veranderungen. Wir haben keine Schnittpriparate, sondern 
zellfreie Hirnhomogenate als glykolysierendes System benutzt. Der 
Grund dafir liegt in der Tatsache, daB Kohlendioxyd-Effekte auf den 
Gewebsstoffwechsel nicht exakt an Schnittpriparaten untersucht 
werden kénnen, da, wie schon Warburg!® berechnet hat, die Kohlen- 
siurespannung im Zellinnern eines normal atmenden Schnittes mehr 
als 3% einer Atm. hoher ist als im umgebenden Medium. Die aktuelle 
intrazellulare . Kohlendioxyd-Spannung und noch mehr der Kohlen- 
dioxyd-Gehalt sind dariiber hinaus vollkommen unkontrollierbar. 

Grundsatzlich gibt es keine Moéglichkeit, Untersuchungen im 
,,kohlendioxyd-freien“ oder auch nur kohlendioxyd-konstanten Milieu 
durchzufiihren, da im alkalischen Bereich das stets entstehende ,,meta- 
bolische“‘ Kohlendioxyd mit den umgebenden Kationen reagiert und 
sich laufend anreichert. Ob es durch Anionen-Austausch grundsitzlich 
méglich ist, dem entgegen zu arbeiten, mu vorlaiufig dahingestellt 
bleiben. Infolgedessen handelt es sich bei solchen Versuchen stets um 
ein allenfalls kohlendioxyd-armes Milieu, dessen Kohlendioxyd-Hy- 
drogencarbonat-Gehalt sich laufend vergréBert. 

Das Problem Glykolyse und Kohlendioxyd-Hydrogencarbonat wurde schon 
von verschiedenen Seiten mehr oder weniger intensiv behandelt. Als erster 4uBerte 
sich wohl Warburg?°® iiber die Rolle des Kohlendioxyds bei der Glykolyse 
von Tumorgewebe. Er vermutete, da dem Hydrogencarbonat eine stimulierende 
Wirkung auf die Milchsiure-Bildung zukommt, eine Wirkung, die aber ,,durch 
Phosphat zu ersetzen“ sei. Demnach will Warburg also keine spezifische Kohlen- 
dioxyd-Wirkung auf die Glykolyse anerkennen, eine Auffassung, die verstandlich 
ist, wenn wir die unter I. und III. beschriebenen Ergebnisse zugrunde legen und 
noch hinzufiigen, daB Warburg mit der manometrischen Methode zwangslaufig 
Resultate erhielt, die ihn zu einer solchen Auffassung fiihren muBten. Dickens 
und Simer*! fanden ebenfalls in verschiedenen Geweben keinen Unterschied 
zwischen der Glykolyse im hydrogencarbonat- und phosphatgepufferten Milieu. 
Craig und Beecher” dagegen fanden ebenso wie Ashford®* im hydrogen- 
carbonat-haltigen Milieu stets erhGhte Milchséure-Werte. SchlieBlich haben Bir- 
mingham und Elliott™4 mit Hirnhomogenaten in einer, nach Fragestellung und 
Durchfiihrung ahnlichen Arbeit wie der vorliegenden gefunden, da Hydrogen- 
carbonat-Kohlendioxyd einen geringen Effekt auf die Atmung und Glykolyse 


19 QO. Warburg, Miinchener med. Wschr. 1912, 2550. 

20 O. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, Biochem. Z. 152, 309 [1924}. 
21 F, Dickens u. F. Simer, Biochem. J. 25, 985 [1931]. 

22 F. N. Craig u. H. K. Beecher, J. gen. Physiol. 26, 473 [1943]. 

23 C, A. Ashford, Biochem. J. 28, 2229 [1934]. 

24M. K. Birmingham u. K. A.C. Elliott, J. biol. Chemistry 189, 73 [1951]. 
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habe. Atmung wie Glykolyse werden in geringem Grade gehemmt. Damit revi- 
dieren sie die Ergebnisse einer friiheren Arbeit*’, in der von ihnen berichtet wor- 
den war, daB im phosphat-gepufferten Medium erheblich weniger Milchsaure ge- 
bildet werde als im hydrogencarbonat-gepufferten. In ihrer friiheren Mitteilung be- 
richten die Autoren auch von einer gréBeren Menge einer anderen Saure, die einen 
pu-Effekt bewirkte. Diese Befunde, die in einem gewissen Widerspruch zu der klas- 
sischen Glykolyse-Theorie stehen, fiihren die Autoren nun auf einen methodischen 
Fehler zuriick, ohne aber diesen Fehler zu nennen. Bergmeyer*®® konnte un- 
abhangig davon gleichfalls chemisch analytisch beweisen, daB auBerhalb der Milch- 
siure mindestens noch eine weitere Saure unbekannter Natur nicht unwesentlich 
an der Entwicklung des Kohlendioxyds, besonders bei der durch Zusatz von Co- 
Faktoren verstairkten Glykolyse, teilhat. 

Da es also wahrscheinlich gemacht worden ist, daB bei der Gly- 
kolyse Produkte freigesetzt werden, deren Natur noch unbekannt ist 
und die in unkontrollierbarer Weise die manometrische Messung beein- 
flussen, und weil dariiber hinaus die indirekten Methoden der anaeroben 
Glykolysemessung weitere methodische Unsicherheitsfaktoren bedingen, 
haben wir ausschlieBlich chemisch-analytisch die Milchsiure-Produktion 
verfolgt. Unsere Versuche zeigen eindeutig, daB unter anaeroben Be- 
dingungen die Bildung von Milchséiure durch Hydrogencarbonat im 
umgebenden Medium im Sinne einer Verstiirkung entscheidend beein- 
fluBt wird. 

Von besonderer Bedeutung ist dabei die weitere Beobachtung, dal 
der glykolyse-verstirkende Effekt des Kohlendioxyd-Hydrogencarbonats 
in aerobem Milieu durch ATP nicht nur nicht unterdriickt, sondern 
sogar vergr6Bert werden kann, 

Der eigentiimliche Effekt des Kreatinphosphats kann hier nicht naher be- 
sprochen werden. Die Bedeutung dieser energiereichen Phosphatverbindung hat 
Opitz’ vor kurzem eingehender diskutiert. 


Nach den heutigen Interpretationen wird die Steuerung des Kohlen- 
hydratstoffwechsels — entweder in Richtung Citronensiurecyclus, mit 
den Endprodukten H,O und CO,, oder durch Hydrierung der Brenz- 
traubenséure zur Milchséure als vorliufigem Endprodukt — nicht so 
sehr vom Sauerstoffgehalt bestimmt, als vielmehr vom Energiebedarf 
der Zelle und in der davon abhangigen Entladung energiereicher Phos- 
phatverbindungen. Von diesen diirfte vor allem das ATP als Energie- 
triger eine entscheidende Rolle fiir die Milchsiure-Bildung haben (eine 
zusammenfassende Darstellung findet sich u.a. bei F. Dickens?$). 
Unser Befund am Hirnhomogenat, daB durch ATP die aerobe Glykolyse 
gehemmt wird, ist von Ostern und Mann?® auch fiir den Muskelbrei 
gefunden worden. Dariiber hinaus konnten wir in unserer Anordnung 
aber den ATP-Effekt umkehren, wenn wir an Stelle des Phosphat- 
Ringer- ein mit Hydrogencarbonat gepuffertes System verwendeten. 


2° K. A.C, Elliott u. M. Henry, J. biol. Chemistry 163, 361 [1946]. 
26 H. U. Bergmeyer, Biochem. Z. 323, 163 [1952]. 

27 E. Opitz, Vortr. 3. Colloquium Ges. Phys. Chem. Moosbach [1952]. 
8 F. Dickens, zit. nach The Enzymes, Verlag New York [1952]. 

29 P. Ostern u. T. Mann, Biochem. Z. 276, 408° 1935]. 
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Die Tatsache, daB durch ATP auch der verstirkende EinfluB des 
Kohlendioxyds auf die Glykolyse beeinfluBbar ist, beweist, daB der 
Kohlendioxyd-Effekt seine Auswirkungen letzten Endes am Energie- 
stoffwechsel findet. 

Das assimilatorisch laufend anfallende Kohlendioxyd muf zum 
iiberwiegenden Teil auf dem Wege durch die Zellmembran ausge- 
schieden werden. Durch die Beeinflussung des Ausscheidungsmecha- 
nismus — z. B, durch Verinderung der arteriovendsen Kohlendioxyd- 
Differenz oder durch Blockierung des Transportvermittlers , d. h. der 
Carboanhydrase — oder durch eine Verainderung der Kohlendioxyd- 
Produktion, sind Moéglichkeiten gegeben, den Kohlendioxyd-Gehalt der 
Zelle zu verandern. Diese Verinderung kann sich prinzipiell in der Zelle 
ebenso auswirken wie im Homogenat: Bei einer Kohlendioxyd-Ver- 
mehrung kommt es zu einer Verschiebung des Kohlenhydratabbaues 
zugunsten der Milchsaéure, wodurch vielleicht eine Verschiebung des py- 
Wertes, sicherlich aber eine Verdriingung des Kohlendioxyds aus an- 
organischen und organischen Verbindungen erfolgt. Daneben kann noch 
mit einer Beeinflussung anderer, mit Transphosphorylierungs-Mecha- 
nismen gekoppelten Reaktionen und des Citronensiurecyclus gerechnet 
werden. SchlieBlich wird man noch an Effekte auf die physiologischen 
Ionenverschiebungen denken miissen. 

Die SchluBfolgerung, daB sich aus den geschilderten Veranderungen 
Konsequenzen fiir die Zellfunktion ergeben, ist einleuchtend. Nicht 
sicher zu beantworten ist die Frage, welche Komponente der Stoff- 
wechselverschiebung ausschlieBlich oder zum iiberwiegenden Teil fiir 
die Verainderung der Funktion, wie sie im intakten Organismus zum 
Ausdruck kommt, verantwortlich zu machen ist. Im Falle der Kohlen- 
dioxyd-Blockierung durch ein zentral wirksames Analepticum mani- 
festiert sich die Wirkung schlieBlich bei geeigneter Dosierung in starker 
Erregung, die zum Krampfanfall fortschreiten kann. Wir wissen bis 
heute noch nicht, welches die entscheidende Verainderung im Zentral- 
nervensystem ist, die den Krampfanfall resp. den Erregungszustand 
letztlich bewirkt. Nach Richter und Crossland*® sollen extreme 
Schwankungen des Acetylcholin-Gehaltes die Ursache von Krampfen 
sein. Die von ihnen aufgestellte Kurve des Acetylcholin-Gehaltes des 
ZNS wihrend eines Krampfanfalles konnte indessen von Herken®*! 
auch nicht annahernd reproduziert werden und scheint auch theoretisch 
in hohem MaBe unwahrscheinlich. 

Die Briicke vom Energie- zum Funktionsstoffwechsel ist noch sehr 
unklar. Unsere Untersuchungen werden in dieser Richtung fortgesetzt. 


30 D. Richter u. J. Crossland, Amer. J. Physiol. 159, 247 [1949]. 
31H. Herken u. D. Neubert, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol, 219, 223 [1953]. 
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Zusammenfassung 


Es wurde der EinfluB von Hydrogencarbonat-Ionen auf die aerobe 
und anaerobe Glykolyse von Hirnhomogenaten untersucht. Dabei zeigte 
sich folgendes: 

1. Unter den beschriebenen Bedingungen fordert Hydrogencarbonat 
die Milchséure-Produktion, wobei der fordernde Einflu8 gegeniiber einem 
Phosphat-Puffer besonders im Sauerstoff-Milieu stark ausgepriigt ist. 

2. Durch Hydrogencarbonat wird der von Ostern und Mann 
beschriebene milchsdéure-senkende Effekt von ATP bei der aeroben 
Glykolyse umgekehrt. ATP steigert dann die Milchsaiure-Bildung. 

3. Unter anaeroben Bedingungen ist die Hydrogencarbonat- 
Wirkung nicht so deutlich wie unter aeroben, jedoch gleichfalls ein- 
deutig meBbar. 

4. Die hemmende Wirkung des Kreatinphosphats auf die anaerobe 
Milchséure-Bildung wird durch Hydrogencarbonat verstarkt. 

Die Beobachtungen werden mit den Ergebnissen anderer Autoren 
verglichen und die méglichen Auswirkungen auf den Funktionsstoff- 
wechsel diskutiert. 


Summary 


The influence of bicarbonate ions on aerobic and anaerobic glycolysis 
have been investigated, and the following results obtained: 

1. Bicarbonate promotes the formation of lactic acid under the con- 
ditions described; the accelerating influence, compared to a phosphate 
buffer, is particularly striking in oxygenated solutions. 

2. The retardation of lactic acid formation in aerobic glycolysis by 
ATP, described by Ostern and Mann, is reversed in the presence of 
bicarbonate; ATP then accelerates the production of lactic acid. 

3. The action of bicarbonate is not so marked under anaerobic as 
under aerobic conditions, but it is nevertheless definitely measurable. 

4. The inhibitory effect of creatine phosphate on the anaerobic 
formation of lactic acid is augmented by bicarbonate. 

The observations are compared with the results of other authors, 
and the possible effects on functional metabolism are discussed. 


8* 
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Uber den thermostabilen Co-Faktor 
der Carboanhydrase 
Von 
Herbert Keller 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitét Bonn a. Rhein 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1954) 


Nach van Goor!? gelingt es, die Carboanhydrase (CAH) in einen 
thermolabilen und einen thermostabilen Anteil aufzuspalten. Das von 
dem Autor angegebene Trennungsprinzip beruht darauf, daB bei Be- 
handlung einer waBr. CAH-Lésung mit sek. Calciumphosphat der 
thermostabile Teil adsorbiert wird, wihrend der thermolabile Anteil in 
Loésung bleibt und ohne Schwierigkeiten abgetrennt werden kann. Das 
mit dem stabilen Co-Faktor beladene sek. Phosphat wird (durch Zu- 
fiigen von Saure) in priméres umgewandelt; dadurch verliert es seine 
Adsorptionskapazitét und 1aBt den stabilen Faktor wieder in Lésung 
gehen. Aus den von van Goor mitgeteilten Aktivititsmessungen geht 
hervor, daB aus hochverdiinnten CAH-Liésungen auf diese Weise eine 
thermolabile, apoferment-artige Fraktion mit sehr geringer enzyma- 
tischer Aktivitét gewonnen werden kann. Nach Zugabe des thermo- 
stabilen coferment-artigen Faktors aber wird nahezu die urspriingliche 
Aktivitat der Ausgangslésung (Holoferment) wieder hergestellt. Es 
gelang van Goor nicht, ein vollig inaktives, thermolabiles Praparat 
darzustellen. Im Gegensatz dazu war der von ihm gewonnene thermo- 
stabile Faktor fiir sich allein ohne katalytische Aktivitét. Die Aus- 
beuten, die mit dieser Methode zu erzielen waren, konnten nur durch 
die enzymatische Probe bestimmt werden. 

Die Versuche von van Goor konnten hier in vollem Umfange 
reproduziert werden. Um aber den thermostabilen Faktior niher kennen- 
zulernen, wurde versucht, mit anderen Methoden zu gréBeren Ausbeuten 
zu gelangen. 

In orientierenden Versuchen mit einer Elektro-Dialyse-Apparatur 
zeigte sich, daB es auch auf diesem Wege gelingt, die Aktivitét einer 
hochverd. (1:10° bis 1:10’) Ferment-Lésung zu vermindern. Nach 
langerer Dialyse ist die Aktivitaét der im Mittelraum befindlichen Fer- 
ment-Lésung deutlich gesunken. Durch Zugabe der im Anodenraum be- 
findlichen Lésung kann aber der Ferment-Lésung des Hauptraumes 
ihre urspriingliche Aktivitiét teilweise wieder zuriickgegeben werden. 
Die anodisch gewanderte Substanz war aber auch in der Lage, nicht 


1 H. van Goor, Onderz. Physiol. Lab. Utrecht 8, III, 80 [1943]; zit. nach 
H. van Goor, Enzymologia [Den Haag] 18, 73 [1948]. 
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vorbehandelte, hochverd. Ferment-Lésungen in ihrer Aktivitét zu 
steigern. Die Anoden-Lésung konnte ohne Verlust ihrer Wirksamkeit 
kurz auf 100° erhitzt werden und entsprach damit dem thermostabilen 
Co-Faktor, der an sek. Calciumphosphat adsorbiert werden kann. Die 
auf dialytischem Wege zu erzielenden Mengen dieser Substanz waren 





Abb. 1. Aus der Mutterlauge auskristallisierender thermostabiler Faktor 
der Carboanhydrase. Vergr. etwa 240fach. 


ebenfalls unwaigbar gering. Es wurde daher versucht, mit rein priapara- 
tiven Methoden gréBere Mengen dieses Stoffes zu erhalten. 

Von der Uberlegung ausgehend, daB die gesuchte Substanz wahr- 
scheinlich anionischer Natur, thermostabil und durch organische Lésungs- 
mittel vermutlich ausfallbar ist, versuchten wir, durch dementsprechende 
praiparative Methoden die Substanz in groBerem Umfang zu erhalten. 

Begiinstigt wurden die Untersuchungen noch durch die folgende 
Beobachtung: Aus den Untersuchungen von Keilin und Mann? und 


2 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 
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Scott und Mendive? ist bekannt, da die CAH nicht unerhebliche 
Mengen Zink enthalt. Wenn nun eine wibr. Lésung des Ferments 
kurze Zeit auf etwa 100° erhitzt wird, so bildet sich ein Pracipitat von 
denaturierten EiweiBstoffen, die von dem in Lésung gebliebenen Teil 
unschwer getrennt werden kénnen. Wird nun der Zinkgehalt des aus- 





Abb. 2. Bariumsalz des thermostabilen Co-Faktors. Vergr. etwa 240fach. 


gefallenen und des in Lésung gebliebenen Anteils gepriift, so findet sich 
die weitaus gr6Bere Menge Zink in der Loésung. Daraus wurde geschlossen, 
daf das Zink dem thermostabilen, coferment-artigen Faktor angehért. 

Der Umstand, daB die gesuchte Verbindung mit Barium ein schwer 
wasserlésliches Salz bildet, erleichterte die Reinigung wesentlich. Es 
gelang schlieBlich, die Verbindung aus einem Wasser-Alkohol-Gemisch 
umzukristallisieren (Abb. 1). Die Kristalle des Bariumsalzes zeigt Abb. 2. 


3D. A. Scott u. J. R. Mendive, J. biol. Chemistry 139, 691 [1941]; 140 
445 [1941]. 
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Die Substanz erweist sich als gut in Wasser, maBig in Pyridin und 
Dimethylformamid, schlecht in Methanol léslich. Praktisch unléslich 
ist sie in Athanol, Aceton, Ather und Chloroform. Gegeniiber Sauren ist 
sie wenig bestiindig. Bei trockenem Erhitzen verfirbt sie sich bei 268° 
und zersetzt sich, ohne daB ein eigentlicher Schmp. zu beobachten ware. 
Die Elementaranalyse ergab: 


C 36.41 H 4.25 O 32.28 N 10.60 Zn 16.45 


Die Bestimmung des Mol.-Gewichtes erfolgte mit Hilfe der iso- 
thermen Destillation nach Barger’. Es wurde fiir das Mol.-Gewicht 
eine GréBenordnung zwischen 330 und 400 gefunden. 

Beim Titrieren mit Bariumhydroxyd erhielten wir die in Abb. 3 
dargestellte Kurve (Glaselektrode, Magnetriihrer, Stickstoff-Strom). 

Das UV-Spektrum (Beckman Spektrophotometer) besitzt ein 
Maximum bei 258 my (Abb. 4). 
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Abb. 3. Titrationskurve des thermostabilen Co-Fak- 
tors. 0,125-proz. wibr. Losung, titriert mit 0,0167 
? G b n-Ba(OH),, Stickstoff-Strom, Magnetriihrer. 
ml—— App. 4, UV-Spektrum des thermostabilen Co-Fak- 
Abb. 3. tors. 4,3 mg in 25 ml aqua bidest. (Beckman-Gerat). 
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Die Substanz ist optisch aktiv. Ihre spezifische Drehung betragt 
+ 3,59, 

Das durch salzsaure Hydrolyse (3 Stdn. bei 90°) erhaltene Hydro- 
lysat wurde papierchromatographisch untersucht. Es zeigten sich dabei 
stets 2 verschiedene Flecke, sowohl bei ein- als auch bei zweidimensionaler 
Chromatographie. Die beiden Flecke hatten die Ry-Werte von 0,0715 
bzw. 0,147. Beim Vergleich mit verschiedenen Aminosiuren ergab es 


4 G. Barger, J. chem. Soc. [London] 85, 286 [1904]; Ber. dtsch. chem. Ges. 
37, 1754 [1904]. 
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sich, daB Glycin und Glutaminsiure die gleichen Positionen haben 
(Abb. 5). 

Kine quantitative Auswertung dieser Chromatogramme ergab das 
Verhaltnis Glycin Glutaminsaure wie 1:2. Dabei kommt auf 3 Amino- 
siure-Reste 1 Atom Zink. 

Bei Priifungen der katalytischen Aktivitaét zeigte sich, daB die 
Substanz selbst nicht in der Lage ist, die Hydration oder Dehydration 
der Kohlenséiure meBbar zu beeinflussen. Wie mit einer Indikator- 








—— Kollidin 


























Abb. 5. Zweidimensionales Papierchromatogramm des Hydrolysates des krist. 

thermostabilen Co-Faktors der Carboanhydrase (links) und eines Gemisches von 

Glvcin und Glutaminsaure (rechts). Whatman Nr. 1, Entwicklung: Ninhydrin- 
Lésung. 


methode aber festgestellt werden konnte, wird durch die Substanz 
sowohl eine hochverd. Ferment-Lésung, wie auch durch Behandlung 
mit Calciumphosphat in ihrer Aktivitat stark verminderte ,,Apoferment- 
Loésung** nach van Goor stark aktiviert. Eingehendere kinetische 
Messungen sind noch nicht abgeschlossen. 


Beschreibung der Versuche 


I. Darstellung des thermostabilen Co-Faktors: Als Ausgangsmaterial 
diente ein Rohferment-Praparat, dargestellt nach Meldrum und Roughton® 
aus Rinder-Erythrocyten. Die mehrmals mit physiol. Kochsalzlésung vorbehar- 
delten roten Blutk6rperchen wurden soweit als méglich von der Natriumchlorid- 
Lésung getrennt, mittels Athanols himolysiert und durch Chloroform ein Teil des 
EiweiBes, insbesondere das sog. Stroma, ausgefillt. Nach Abtrennung der Chloro- 
form-Phase wurde die athanol. Lésung klar filtriert und im Tiefkiihl-Verfahren 
das Rohferment als hellgelbes, amorphes, mafig hygroskopisches Pulver ge- 
wonnen. 1 mg dieser Substanz entsprach etwa 500 Roughton-Einheiten. 


5 N. U. Meldrum u. F.I. W. Roughton, J. Physiology 80, 118 [1933]. 
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Die Aufarbeitung dieses Praparates erfolgt auf die folgende Weise: 


1 TI. Ferment-Trockenpulver wird in 5 TIn. aqua dest. gelést, im Wasserbad 
auf 100° erwirmt, 3 Min. unter Riihren auf dieser Temperatur gehalten und dann 
wieder abgekiihlt. Der entstandene Niederschlag wird sorgfaltig abzentrifugiert, 
die klar hellgelbe Lésung auf 0° abgekiihlt und mit der doppelten Menge eiskalten 
Acetons versetzt. Nach 24 stdg. Aufbewahren bei —4° zentrifugiert man den ent- 
standenen Niederschlag bei —4° ab und lést das gewonnene Sediment in etwa 
der 5fachen Menge des Feuchtgewichtes Wasser. Diese Loésung wird auf 25° er- 
warmt und nach Abzentrifugieren von unléslichen Bestandteilen bei 6000 Touren 
(3500 G) mit dem halben Volumen gesatt. waBr. Bariumhydroxyd-Lésung versetzt. 
Nach 30 Min. Stehenlassen bei +25° wird der entstandene Niederschlag bei 
3000 Touren (1100 G) abzentrifugiert und das Sediment je 1mal zunachst mit 
aqua bidest., dann mit 1-, 2-, 3-, 4- und 5-proz. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. 
Dann wird das Natriumchlorid mit aqua bidest. wieder sorgfaltig entfernt. Das 
so gewonnene Sediment wird im Vak. bei 20° iiber Calciumchlorid getrocknet. 
Das trockene, fein pulverisierte Sediment suspendiert man in wenig Wasser und 
gibt unter Riihren n/100-H,SO, bis py 7,0 zu (Magnetriihrer, elektrisches Potentio- 
meter mit Glaselektrode). Die Suspension wird iiber Nacht bei + 1° stehen gelassen, 
dann wird das ausgefallene Bariumsulfat abgetrennt, das Filtrat mit der 5fachen 
Menge Aceton versetzt, wieder auf —4° abgekiihlt und 24 Stdn. so belassen. Das 
ausgefallene Sediment wird abzentrifugiert und im Tiefkiihl-Verfahren getrocknet. 
Das entstandene weife Pulver wird aus Wasser unter langsamem Zufiigen kleiner 
Mengen Athanol (bis zu 5%) umkristallisiert. 

II. Papierchromatographische Methoden: Es wurde stets Whatman 
Nr. 1 und 4 verwendet. Lésungsmittel bei eindimensionaler Chromatographie war: 
Butanol-Eisessig-Wasser im Verhaltnis 4: 1:5. Bei zweidimensionaler Chromato- 
graphie wurden verwendet: 1. Kollidin—Wasser, 2. Phenol— Wasser. 

Die quant. Auswertung erfolgte nach der Methode von R. A. Boissonas®: 
Die von Ammonium-Ionen befreiten Flecken wurden mit einer Ninhydrin-Hydrin- 
dantin-Lésung extrahiert und der Extinktionskoeffizient gegen Wasser bei 570 mu 
gemessen. Die Auswertung erfolgte an Hand einer Eichkurve, die von Flecken mit 
bekannter Konzentration aufgenommen worden war. 

III. Molekulargewichtsbestimmung nach Barger?: In Glaskapillaren 
]4Bt man eine isotherme Destillation ablaufen, deren AusmaB unter dem Mikroskop 
mit Hilfe eines Okular-Mikrometers verfolgt wird. Als Lésungsmittel diente bei 
unseren Versuchen Pyridin. Zum Vergleich dienten Glucose-Lésungen verschiedener 
Konzentration. 

IV. Bestimmung der katalytischen Aktivitat: Zur Priifung und Be- 
stimmung der enzymatischen Wirksamkeit einzelner Fraktionen, die waihrend der 
verschiedenen Arbeitsginge anfielen, benutzten wir eine Methode, die eine Modi- 
fikation der Arbeitsweise von Roughton und Booth’ darstellt: In einem Eisbad 
befindet sich ein Kolben mit aqua bidest., das mit Kohlendioxyd gesattigt ist 
(0,071 Mol bei etwa 0°), und ein zweiter Kolben mit einem 0,022-m. Veronal- 
natrium-Puffer py 7,95, der mit Bromthymolblau angefiarbt ist. Im vorderen Teil 
des Bades ist vor einer Lichtquelle eine 4 ml fassende Kiivette angebracht. Der 
Strahlengang kann nach Passieren der Kiivette auf eine an der AuBenwand des 
glasernen Eisbades sich befindende Photozeile treffen, die an ein Galvanometer 
angeschlossen ist (Abb. 6). Die Kiivette wird mit 2,3 ml Puffer gefiillt, 0,2 m/ 
der zu untersuchenden Lésung werden zugegeben und mit einer eisgekiihlten Voll- 
glasspritze 1,5 m/ kohlendioxyd-gesatt. Lésung (aus Kolben }) in den Puffer ein- 
gedriickt. Nach einiger Zeit erfolgt eine ziemlich schlagartige Aufhellung und Farb- 
umschlag nach Gelb. Durch geeignete Anordnung kann dabei ein entsprechender 
Galvanometerausschlag erzielt werden. Die Zeit vom Einspritzen des Puffers bis 

6 R. A. Boissonas, Helv. chim. Acta 33, 1966 [1950]. 

* FLT. W. Roughton u. V.H. Booth, Biochem. J. 40, 319 [1946]. 
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zum Erreichen einer gewissen Galvanometermarke wird mittels einer Stoppuhr 
von einem Untersucher gemessen. 

Die Methode liefert gut reproduzierbare Werte. 

Zunachst wurden die Versuche in der Weise durchgefiihrt, daB Ferment- 
Praparate zur Anwendung kamen, die den thermolabilen Faktor nach der Method« 
von van Goor enthielten. Da es aber nicht gelang, ein véllig inaktives Produk 





CO, Lichtquelle 
=—=_= 
Kivette 
Photozelle 
| SSE, 
Galvanometer 





Abb. 6. Anordnung zur Messung der CAH-Aktivitat: Eisbad (Glaswanne), in der 

sich je ein VorratsgefaB fiir die Pufferlésung und die Substratlésung (gesatt. waBr. 

Kohlendioxyd-Lésung) befindet. Davor angeordnet eine Lichtquelle, deren Strahlen- 
gang durch die Kiivette — Glaswand — auf die Photozelle trifft. 


zu erhalten, und da die Aktivitaét dieser Priparate stark schwankte, beschrankten 
wir uns darauf, nur noch hochverd. Holoferment-Praparate zu verwenden. Der 
Co-Faktor selbst war stets vollig inaktiv. Im folgenden sei ein Versuchsbeispiel 
geschildert: 


. Unkatalysierte Reaktion benétigt bis zum Umschlag: 45 Sek. 
. Reaktion mit Ferment: 35 Sek. 

. Reaktion mit Ferment und Co-Faktor: 20 Sek. 

. Reaktion mit Co-Faktor (ohne Ferment): 45 Sek. 

. Wiederholung von Versuch 2.: 35 Sek. 

. Wiederholung von Versuch 1.: 45 Sek. 


QD Or OH = 


Diese Resultate waren mit Sicherheit zu reproduzieren. Der thermolabile 
Faktor allein konnte ebenfalls mit Sicherheit aktiviert werden, doch waren hier 
die Resultate nicht so eindeutig, da die Zeitwerte der Ferment-Reaktion (Versuch 
2. und 5.), die stets vor und nach einer Bestimmungsgruppe festgelegt wurden, 
nicht regelmaBig tibereinstimmten. 

Ein Teil der Untersuchungen wurde im Chemischen Institut der Universitat 
Bonn durchgefihrt. Der Verfasser ist Herrn Prof. B. Helferich fiir die Uber- 
lassung eines Arbeitsplatzes und fiir seine helfende und beratende Anteilnahme 
sehr zu Dank verpflichtet. Auch Herrn Dip].-Chem. Gareis hat der Verfasser fiir 
seine Mithilfe zu danken. 


Fir die Uberlassung einer groBen Menge eines Rohferment-praparates hat 
der Verfasser der Schering A.G., Berlin-West, zu danken. 


Zusammenfassung 


Aus Rohpraparaten des Fermentes Carboanhydrase konnte ein 
thermostabiles, zinkhaltiges Produkt in kristallisierter Form gewonnen 
werden. Die Versuche deuten darauf hin, daB es sich um ein Tripeptid 
aus zwei Glutaminsiure- und einem Glycin-Rest handelt, welches als 
Zink-Komplexsalz vorliegt. 

Priifungen auf ihr enzymatisches Verhalten zeigten, daB die Ver- 
bindung keine katalytischen Eigenschaften, entsprechend der Carbo- 
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anhydrase besitzt. Sie ist jedoch in der Lage, hochverdiinnte Ferment- 
lésungen stark zu aktivieren. Es wird vermutet, daB es sich um ein 
Coferment der Carboanhydrase handelt. 


Summary 


A thermostable, crystalline product containing zinc has been iso- 
lated from crude preparations of the enzyme carboanhydrase. The 
experiments suggest that it is a tripeptide with two glutamic acid 
residues and one glycine residue, which occurs as a complex zinc salt, 
It possesses itself no carboanhydrase activity; but it has the power to 
augment greatly the activity of highly dilute solutions of the enzyme. 
It is supposed that it is a coenzyme of carboanhydrase. 
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Die quantitative papierchromatographische Bestimmung 


der Aminosauren 
Von 
Wolfgang Gerok * 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Ziirich (Direktor: Prof. Dr. W. Léffler) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Sentember 1954) 


In den letzten Jahren sind mehrere Methoden entwickelt worden, 
um die Aminosiuren (AS) in biologischen Fliissigkeiten oder Protein- 
hydrolysaten quantitativ zu bestimmen. Die Papierchromatographie 
hat gegeniiber allen anderen Verfahren (Adsorptionsanalyse, Vertei- 
lungsverfahren, mikrobiologische Bestimmung) den Vorteil, da die 
Analyse mit relativ einfachen Mitteln an sehr kleinen Substanzmengen 
durchgefiihrt werden kann}, Im I. Teil der vorliegenden Arbeit werden 
die Voraussetzungen fiir eine méglichst genaue quantitative papierchro- 
matographische AS-Bestimmung untersucht, im IT. Teil wird eine Me- 
thode beschrieben, bei der diese Voraussetzungen weitgehend erfiillt sind. 


A 


Kin AS-Gemisch kann durch zweidimensionale Chromatographie 
oder mit Hilfe von mehreren eindimensionalen Chromatogrammen in 
die Komponenten zerlegt werden. Die Bestimmung der AS-Menge in 
den einzelnen Flecken geschieht entweder am intakten Chromatogramm 
(,,in situ‘), indem die Fleckgr6Be, Farbdichte oder Infrarotabsorption 
gemessen wird, oder am Eluat des ausgeschnittenen Fleckes durch eine 
chemisch oder optisch meBbare AS-Reaktion. Da die Bestimmung nach 
Elution allgemein als genauer gilt'*", soll im folgenden nur auf dieses 
Verfahren eingegangen und hierbei nur die kolorimetrische Auswertung 
beriicksichtigt werden. Die Genauigkeit der AS-Bestimmung ist unter 
diesen Bedingungen von folgenden Voraussetzungen abhangig: 


* Assistent am Pathologischen Institut der Universitat Tiibingen (Prof. Dr. 
E. Letterer), 1953/54 als Gast an der Medizinischen Universitiatsklinik Ziirich. 

Die Arbeit wurde durch ein Stipendium aus den Mitteln der Sandoz- Stiftung, 
Basel, erméglicht. Herrn Prof. Dr. Rothlin, Direktor der Sandoz A.G., sind wir 
fiir die Gewahrung dieses Stipendiums zu groBem Dank verpflichtet. 

1 Ubersicht tiber die bisher ver6ffentlichten Verfahren: a) R. J. Block, 
R. Le Strange u. G. Zweig, Paper Chromatography, Academic Press, New York 
1952. — b) F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, IT. Aufl. 1953. — 
c) P. Decker, Pharmazie 8, 371 [1953]. 
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|. Ginstige Eigenschaften der Farbreaktion (geringe methodische Fehler- 
streubreite, Giltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes, quantitative 
Eluierbarkeit von AS bzw. Farbstoff, ausreichende Stabilitat der Farb- 
lésung). 

2. Genaue Bestimmung der Lage und Begrenzung der AS-Flecke auf 
dem Chromatogramm ohne Substanzverluste. 

3. Quantitative Trennung der einzelnen AS und verlustfreie Wanderung 
auf dem Papier. 


1. Eigenschaften der Farbreaktion 


Von den verschiedenen Farbreaktionen, die zur quantitativen AS- 
Bestimmung angegeben wurden, ergab die Ninhydrinreaktion in der 
Modifikation nach Moore und Stein? die besten Resultate. Die Re- 
aktion mit Naphthochinonsulfonsiure* fiihrt bei verschiedenen AS zu 
verschieden farbigen Endprodukten, auBerdem mu& der tiberschiissige 
Farbstoff ausgebleicht werden. Neuere Modifikationen der Ninhydrin- 
reaktion* ergaben keine gréBRere Genauigkeit als das Verfahren von 
Moore und Stein. 

Die methodische Fehlerstreuung bei der AS-Farbreaktion nach Moore 
und Stein betrug +1,5% des Mittelwertes, wenn die Reaktion an AS-Lésungen 
durchgefiihrt wurde (20 Messungen mit je 0,04 m/ einer 4/1000-m.Lésung von 
Leucin in 10-proz. Propanol. Durchfiihrung der Farbreaktion s. 8. 124). Sind die 
AS auf dem Papier aufgetrocknet, so ist die Fehlerstreuung erwartungsgemaB 
gréBer. Die Eluate von direkt aufgetropften, nicht gewanderten AS-Flecken 
(0,16 uMol Leucin) streuten um +-2,5% des Mittelwertes, die der Leerwerte (Eluate 
von gleich groBen, leeren Papierflecken) um --5°% (Durchfiihrung der Farbreaktion 
und Elution s. 8. 124). Die Ninhydrinreaktion nach Moore und Stein? ergibt 
somit in ziemlich engem Bereich reproduzierbare Extinktionswerte. 

Die Elution erfolgt quantitativ. Zwischen den Extinktionsmittelwerten nach 
Farbreaktion am ausgeschnittenen Fleck mit gleichzeitiger Elution (Durchfiihrung 
s. §. 124) und nach Farbreaktion an der entsprechenden AS-Lésung bestanden bei 
Beriicksichtigung der betreffenden Leerwerte nur geringe Unterschiede. Die Dif- 
ferenz (0,5°% des Mittelwertes) lag noch innerhalb der methodischen Fehlerstreuung. 
Werden die Extinktionswerte in verschiedenen Zeitabstanden nach Beginn der 
Elution gemessen, so zeigt sich, daB schon nach 15 Min. der gesamte Farbstoff im 
Eluat vorhanden ist. Diese auffallend rasche Elution ist wahrscheinlich darauf 
zuriickzufiihren, daB schon im Verlauf der Farbreaktion bei 95—100° (s. S. 124) 
die Verbindung zwischen Cellulose und AS bzw. Farbstoff weitgehend gelést wird. 

Die Stabilitat des Farbstoffes ist gering. Wird die Extinktion in zu- 
nehmendem zeitlichem Abstand nach dem Ende der Farbreaktion gemessen, so 
ist ein deutlicher und annahernd linearer Abfall der Werte festzustellen (Abb. 1). 
Er betragt nach 1 Stde. bereits 1—2% des Ausgangswertes. Da das Absinken der 
Extinktionswerte von verschiedenen Faktoren (Temperatur, Lichteinwirkung u. 4.) 
ziemlich unkontrollierbar beeinflu8t wird, und da die Elution sehr rasch erfolgt 
(s.0.), sollte die Extinktionsmessung an den Eluaten am besten im Zeitraum 
zwischen 20 und 60 Min. nach Elutionsbeginn erfolgen. 

2 8. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 

3 0. Folin, J. biol. Chemistry 51, 377 [1922]. 

4 W. Troll u. R. K. Cannau, J. biol. Chemistry 200, 803 [1953]; F. Bode, 
Experientia [Basel] 9, 271 [1953]; H. Meyer u. E. Riklis, Nature [London] 172, 
543 [1953]. 
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. Abb. 1. Zeitliche Stabilitét der Farblésung 

) a nach AS-Ninhydrinreaktion. 
oN Abszisse: Zeitlicher Abstand zwischen Ende 
der Farbreaktion und Extinktionsmessung. 
60 N5 Ordinate: Gemessene Extinktion in % des 

1 J J 7 Ausgangswertes. 
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2. Verlustfreie Lokalisation der AS-Flecken 
auf dem Chromatogramm 


Wenn die Farbreaktion am Eluat des ausgeschnittenen Fleckes 
durchgefiihrt werden soll, ist es notwendig, zuvor die Lage und Be- 
grenzung der einzelnen AS-Flecke zu bestimmen. Dabei diirfen keine 
Substanzverluste auftreten. Die gesamte, in dem betreffenden Fleck 
vereinigte AS-Menge mu8 zur Farbreaktion zur Verfiigung stehen. 


a) Lokalisation durch Farbreaktion: 


Bei mehreren, bisher ver6ffentlichten Methoden® werden die AS-Flecke mit 
Hilfe der Ninhydrinreaktion auf dem Chromatogramm lokalisiert. Es wird dabei 
entweder ein Raster verwendet, der nur einzelne Farbpunkte ergibt®¢, oder es 
wird das Chromatogramm mit dem Farbreagens schwach bespriiht. Durch beide 
Verfahren soll erreicht werden, daB die Farbreaktion am ausgeschnittenen Fleck 
quantitativ, d.h. ohne Verluste an Farbstoff durchgefiihrt werden kann. Da bei 
Beniitzung des Rasters die Grenzen und Randzonen der einzelnen AS-Flecke nicht 
genau bestimmt werden kénnen, erschien das zweite Verfahren als geeigneter. Es 
wurde deshalb iiberpriift, ob bei der Farbung in 2 Stufen — zuerst auf dem 
Chromatogramm, dann am ausgeschnittenen Fleck im Reagenzglas — die gleichen 
Extinktionswerte wie bei der einmaligen Anfarbung (im Reagenzglas) gemessen 
werden. 

Auf Whatman-Papier Nr. 1, das von Propanol-Wasser (7:3 Vol.-Tle.) und 
von wassergesattigtem Phenol durchlaufen und bei 40—50° getrocknet worden war, 
lieB man in 12 Kreise (10 cm? Inhalt) je 0,04 m/ einer 4/1000-m. Leucinlésung in 
10-proz. Propanol auftropfen; 12 entsprechende Leerkreise ohne AS. 6 Leerkreise 
und 6 Kreise mit AS wurden mit einer Glasplatte abgedeckt, die freiliegenden mit 
der vorgeschriebenen Menge Ninhydrinreagens nach Pernis und Wunderly*! 
bespriiht. Der ganze Bogen wurde genau nach den Angaben dieser Autoren weiter- 
behandelt (Spray mit 1-proz. methanolischer KOH; Trocknen 15 Min. bei 55—60°; 
Ausschneiden, Farbreaktion und Elution). Unter Beriicksichtigung der zugeh6rigen 
Leerwerte betrug die Extinktion bei Farbung in 1 Stufe (abgedeckte Flecken) 
E = 0,557, bei Farbung in 2 Stufen (nach Vorfairbung des Chromatogrammes) 
E = 0,475. Der Versuch wurde mit verschiedenen Leucinkonzentrationen wieder- 
holt (Abb. 2). 

Wenn die AS-Flecke durch die Farbreaktion mit Ninhydrin nach 
Pernis und Wunderly*® lokalisiert werden, tritt ein deutlicher und 
nicht konstanter Extinktionsverlust auf (9 —15%). Da der bei der Nin- 
hydrinreaktion entstehende Farbstoff ziemlich instabil (s. 8. 113) und 
gegen PH- -Anderungen sehr empfindlich ist?, wurde versucht, die Unter- 





5 a) i Naftalin, Nature [London] 161, 763 [1948]. — b) A. J. Landua 
u. J. Awapara, Science [New York] 109, 385 [1949]. — c) R. A. Boissonas, 
Helv. chim. Acta 38, 1975 [1950]. — d) B. Pernis u. Ch. Wunderly, Biochim. 
biophysica Acta 11, 209 [1953]. 
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schiede zwischen 1- und 2-Stufenfirbung zu verringern, indem der zeit- 
liche Abstand zwischen der Farbung auf dem Papier und der Farb- 
reaktion am ausgeschnittenen Fleck méglichst klein gehalten und 
Zwischenreaktionen, besonders pa-Anderungen vermieden wurden. Die 
Verwendung eines alkalisch gepufferten Losungsmittels beim zweiten 
Lauf machte den KOH-Spray, der zur Verdrangung st6render NH,- 
Ionen bei friiheren Methoden®*¢ notwendig war, iiberfliissig, zugleich 
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Abb. 2. Extinktionsverluste durch Vorfarben 

des Chromatogramms fiir die AS-Lokali- ee 

sation (2-Stufenfarbung nach Pernis und -4@ 
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konnte durch diese Vereinfachung des Verfahrens der zeitliche Abstand 
zwischen 1, und 2, Farbung auf weniger als 60 Min. verringert werden. 
Wurde der obige Versuch (s. 8. 114) unter diesen Bedingungen wieder- 
holt, so waren die Extinktionsverluste gering, der Unterschied zwischen 
den Extinktionswerten nach Fiarbung in 2 Stufen und nach Direkt- 
farbung am ausgeschnittenen Fleck ohne Vorfarbung betrug 2—4%,. 
Sollen die AS durch Bespriithen mit dem Ninhydrinreagens nach Moore 
und Stein? auf dem Chromatogramm lokalisiert und im Eluat der aus- 
geschnittenen AS-Flecke mit der Ninhydrinreaktion quantitativ be- 
stimmt werden, so ist es zur Vermeidung von Extinktionsverlusten 
notwendig, daB die 2. Firbung am isolierten Fleck in zeitlich kleinem 
Abstand (nicht groBer als 1 Stde.) auf die Vorfirbung des gesamten 
Chromatogramms folgt, und da8 Zwischenreaktionen besonders px-An- 
derungen zwischen den beiden Farbungsstufen vermieden werden. 

Die Anfirbung der AS auf dem Chromatogramm mit Jod® ermég- 
lichte keine genaue Begrenzung der einzelnen AS-Flecke, die Lage- 


. G. Brante, Nature [London] 163, 651 [1949]. 
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bestimmung der AS mit Indikatoren'™? war wegen der starken 
pa-Anderungen fiir quantitative Bestimmungen wenig geeignet. 


b) Lokalisation durch Fluorescenz: 


Wenn ein AS-Chromatogramm nach dem Trocknen des Lésungsmittels auf 
100° erhitzt wird, so zeigen die AS-Flecke eine deutliche Fluorescenz*®. Die An- 
wendung der Fluorescenzreaktion fiir die Lokalisation der AS auf dem Chromato- 
gramm mit anschlieBender quantitativer Auswertung schien jedoch unméglich, 
weil beim Erhitzen des Chromatogramms auf Temperaturen iiber 70—80° Verluste 
an ninhydrinpositiver Substanz auftreten®. Weitere Untersuchungen ergaben, dali 
diese Verluste auf Reste des Lésungsmittels Phenol im Papier zuriickzufiihren sind”. 
Beim Auswaschen des Phenols mit Ather™ bestand die Méglichkeit, daB trotz der 
Schwer- bzw. Unléslichkeit der AS in Ather kleine AS-Mengen entfernt und die 
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Abb. 3. Beeinflussung der Ex- 
tinktionswerte durch die Fluo- 
rescenzreaktion der AS-Flecke. 
Schraffierte Saule: Extinktion 
ohne vorausgehende Fluorescenz- 
reaktion. Nicht schraffierte Saule: 
Extinktion bei Flecklokalisation 
durch Fluorescenz. Die Zahlen 
unter den Saulenpaaren geben 
die Differenz der Extinktions- 
werte in °% des ersten Wertes an. 
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Flecke verwischt werden. Deshalb wurde versucht, ob durch vorsichtiges, lang- 
dauerndes Erwarmen des Chromatogrammes das Phenol weitgehend entfernt 
werden kann, so da8 das anschlieBende Erhitzen zum Zwecke der Fluorescenz- 
auslésung keine Verluste an AS verursacht. 

Whatman-Papier Nr. 1 wurde ohne AS von den beiden Lésungsmitteln 1 und 
2b (s. 8.121) durchlaufen und nach dem 2. Lauf in einem von Warmluft durch- 
strémten Kasten 3 Stdn. bei 40—50° getrocknet. In Kreise (10 cm? Inhalt) lieB 
man die Lésungen verschiedener AS auftropfen, so da jede AS in mindestens 
2 Kreisen in gleicher Konzentration vorhanden war; entsprechende Leerkreise. 
Fiir die Fluorescenzreaktion wurde die Halfte der Kreise mit AS und die Halfte 
der Leerkreise im Thermostaten 15 Min. auf 95—105° erhitzt. Durchfiihrung der 
Farbreaktion und Extinktionsmessung s. 8. 124. Die Extinktionswerte, ohne und 
mit vorausgehender Fluorescenzreaktion, die sich bei den verschiedenen AS nach 
Subtraktion des Leerwertes ergaben, sind in Abb. 3 dargestellt.- 


Nach Abdampfen des Phenols im Warmluftstrom (3 Stdn. bei 
40 —50°) kann das Chromatogramm zur Fluorescenzreaktion auf 95 —105° 
erhitzt werden, ohne daB deutliche AS-Verluste verursacht werden. Bei 


manu. P. Wilson, Science [New York] 110, 593 [1949]; A. J. Woiwod, Biochem. 
J. 45, 412 [1949]; E. Gall, Science [New York] 111, 677 [1950]. 

® H. Kirby-Berry u. L. Cain, Arch. Biochemistry 24, 179 [1949]. 

‘0M. K. Brush, R. K. Boutwell, A. D. Barton u. C. Heidelberger, 
Science [Washington] 113, 4 [1951]. 
1 LL. Fowden, Biochem. J. 48, 327 [1951]. 
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allen AS auBer Arginin sind die Unterschiede zwischen den Extinktions- 
messungen mit und ohne vorausgehende Fluorescenzreaktion so gering, 
daB sie auf die methodische Fehlerstreuung der Farbreaktion zuriick- 
gefiihrt werden kénnen. Die Eluate der fluorescierenden AS-Flecke 
geben quantitativ die Ninhydrinreaktion. 


3. Quantitative Trennung und verlustfreie Wanderung 
der AS 


Bei der papierchromatographischen Trennung des Substanzgemisches miissen 
folgende Bedingungen erfiillt sein, wenn das Chromatogramm quantitativ aus- 
gewertet werden soll: 

. GroBe Differenz der Rp-Werte. Von AS-Flecken, die ineinander iibergehen, 
lassen sich die Anteile der beteiligten Komponenten nicht exakt bestimmen. 

. Kompakte Flecken. Im Idealfall eines reinen Verteilungsvorganges wird in 
jedem AS-Fleck die Konzentration vom Zentrum zum Rand, entsprechend einer 
Gauss’schen Verteilungskurve abnehmen. Je kleiner die Streuung dieser Ver- 
teilungskurve, um so kompakter ist der Fleck auf dem Chromatogramm. Durch 
die Empfindlichkeit der Farb- bzw. Fluorescenzreaktion, d. h. durch die kleinste 
nachweisbare Substanzmenge pro cm?, wird die sichtbare Begrenzung des Fleckes 
bestimmt. Ist der Fleck auf dem Chromatogramm wenig kompakt, so liegt ein 
groBer Anteil der gewanderten Substanz auBerhalb der sichtbaren Begrenzung 
des Fleckes. Das gleiche gilt fiir eine starke Asymmetrie der Verteilung. Um 
die gesamte gewanderte Substanz der quantitativen Farbreaktion zuzufiihren, 
muB in diesem Fall ein groBer Fleck aus dem Chromatogramm entnommen 
werden; dies ist nur bei groBer Entfernung der einzelnen Flecke méglich und 
vergréBert die methodische Fehlerstreubreite. 

. Verlustfreie Wanderung. Die Differenz zwischen der am Startpunkt aufge- 
tragenen und der nach Wanderung in dem betreffenden Fleck vereinigten Sub- 
stanzmenge mu8 méglichst klein und konstant sein. 

Die Untersuchungen ergaben, daB die Erfiillung dieser Bedingungen 1. von 
der Art des Lésungsmittels, 2. von der Lange der von der AS durchwanderten 
Strecke abhangig ist. Hinzu kommt wahrscheinlich eine Abhangigkeit von der 
Art des Papiers!*, doch liegen dariiber keine eigenen Erfahrungen vor. 

Die Priifung wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Auf Whatman-Papier Nr. 1 
lieB man in 5 Startkreisen (1 cm @) je 0,1 wMol Valin auftropfen. Absteigende 
Chromatographie mit dem zu priifenden Lésungsmittel. Der Versuch wurde mehr- 
fach wiederholt, wobei die Laufzeit und damit die Distanz zwischen Start- und 
Frontlinie variiert wurde. Trocknen im Warmluftstrom (40—50°, Dauer 3 Stdn.). 
An freien Stellen des Chromatogramms wurde nachtraglich in Kreise von je 10 cm? 
Inhalt jeweils die gleiche AS-Menge wie an den Startpunkten aufgetragen. Ent- 
sprechende Leerkreise. Lokalisation der gewanderten AS durch Fluorescenz- oder 
Farbreaktion (s. S. 124). Farbreaktion und Extinktionsmessung an den Eluaten 
(s. 8. 125). Die Extinktionswerte, die an gewanderten und nicht gewanderten AS 
unter Beriicksichtigung von Fleckgr6éBe und Leerwert (s. S. 126) ermittelt wurden, 
ergaben, welcher Prozentsatz der am Startpunkt aufgetragenen AS-Menge im AS- 
Fleck nach der Wanderung von bestimmter Distanz wiedergefunden wird (Abb. 4). 


Von der groBen Zahl der bei der qualitativen AS-Trennung ver- 
wendeten Lésungsmittel wurden die folgenden auf Eignung fiir die quan- 
titative Bestimmung gepriift: 

Fiir die 1. Dimension: Propanol-Wasser (7 :3 Vol.-Tle.)>°; Butanol- 
Essigsiure-Wasser (4:1:5 Vol.-Tle.)*. 

2 A, Griine, Arzneimittel-Forsch. 4, 347 [1954]. 
13 §. M. Partridge u. R. G. Westall, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
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Fiir die 2. Dimension: Phenol; m-Kresol; o-Kresol; Gemische von 
Phenol und m-Kresol (gesattigt mit Wasser oder Boratpuffer vom px 9,2). 

a) Losungsmittel fiir den Laufin der 1. Dimension: Von den 
beiden Lésungsmitteln Propanol-Wasser (7:3 Vol.-Tle.) und Butanol- 
Essigsaéure-Wasser (4:1:5 Vol.-Tle.) erwies sich das zweite als giinstiger 
fiir die quantitative Papierchromatographie der AS. Im ersten sind 
zwar die Ry-Werte auf einen etwas gréBeren Bereich verteilt, jedoch 
sind die Flecken der rasch wandernden AS und der basischen AS wenig 
kompakt. Durch den Lauf in der 2. Dimension wird diese schwach ge- 
fiirbte Zone um den eigentlichen Fleck noch weiter vergr6éBert, so dal 
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Abb. 4. AS(Valin)-Verluste bei verschieden langer durchwanderter Strecke in ver- 
schiedenen Lésungsmitteln. 

Abszisse: Von der AS durchwanderte Strecke. Ordinate: AS-Menge im gewanderten 

Fleck (in °% der am Start aufgetragenen Menge). Verwendung verschiedener 

Lésungsmittel (s. S. 121). 1: Phenol, gesattigt mit Wasser. 2: Phenol, gesattigt 

mit Pufferlésung (px 9,2). Papier mit Pufferlosung gewaschen'*. 3: Phenol/Kresol 

(1:1), gesattigt mit Pufferlésung (px 9,2)!°. 4: Butanol/Essigsiure/Wasser (4:1:5)"*. 


Substanzverluste unvermeidbar sind. Beim zweiten Lésungsmittel da- 
gegen sind die Flecke auch bei sehr langer durchwanderter Strecke 
kompakt und gut begrenzt. Nur Leucin und Isoleucin zeigen bei hoher 
Konzentration eine geringe Ausziehung des Fleckes. Bei allen AS, die 
geprift -wurden (Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Histidin, 
tlycin), traten auch bei sehr langer Wanderung keine Substanzverluste 
auf (Abb. 4, Beispiel Valin). 

b) Lésungsmittel fiir den Lauf in der 2. Dimension: Bei 
der qualitativen und quantitativen AS-Papierchromatographie wurde 
bisher vor allem wassergesattigtes Phenol in Ammoniak-Atmosphire 
angewandt. Dieses Lésungsmittel hat den Vorteil, daB die Ry-Werte 
der AS ziemlich different sind. Von Nachteil ist jedoch, daB einige AS 
sehr hohe Ry-Werte (iiber 0,8) besitzen. Dadurch liegen diese AS dicht 
hinter der Lésungsmittelfront und sind haufig bis zur Front ausgezogen. 
Da sich Verunreinigungen des Papiers bei der Chromatographie in dieser 
Zone anhaufen und die Ninhydrinreaktion ziemlich unkontrollierbar be- 
einflussen, erhalt man in diesem Bereich eine sehr starke Streuung der 





44 KE. F. McFarren, Analytic. Chem. 23, 168 [1951]. 
1 ALL. Levy u. D. Chung, Analytic. Chem. 25, 396 [1953]. 
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Papierleerwerte. AS, deren Ry-Werte im verwendeten Loésungsmittel 
gr6Ber als 0,8 sind, kénnen deshalb nicht genau quantitativ bestimmt 
werden, Ein weiterer Nachteil dieses Lésungsmittels ist der NH,-Zusatz, 
der zur Erhoéhung der Ry-Werte der basischen AS notwendig ist, jedoch 
die Ninhydrinreaktion stort. Durch Bespriihen des Chromatogramms 
mit methanolischer KOH®®¢ lassen sich zwar die NH,-Ionen ver- 
drangen, doch entsteht dadurch haufig eine starkere Streuung der Pa- 
pierleerwerte und damit ein Verlust an MefSgenauigkeit. (Uber einen 
weiteren Nachteil des KOH-Sprays s. 8. 115). 

Durch Waschen des Papiers und Sattigung des Phenols mit Puffer- 
lésung lassen sich besonders kompakte Flecken erzielen!*. Da bei Verwen- 
dung eines alkalischen Puffers auch der NH,-Zusatz beim Phenol-Lauf 
nicht mehr erforderlich ist, schien dieses Verfahren fiir die quantitative 
Papierchromatographie besonders geeignet zu sein. Die Uberpriifung 
ergab, daB die einzelnen AS als scharf begrenzte Flecken auf dem Chro- 
matogramm sichtbar werden, da8 jedoch mit zunehmender Distanz vom 
Startpunkt die im Fleck nachweisbare AS-Menge immer kleiner wird 
(Abb. 4). Betraichtliche Substanzmengen gehen bei der Wanderung ver- 
loren. Die Verluste waren unabhangig von der Pufferart und Puffer- 
konzentration: Borsaéure-NaOH-Puffer und Carbonat-Hydrogencarbo- 
nat-Puffer pa 9,2 wurden in verschiedener Konzentration verwendet 
und die Verluste bei der chromatographischen Wanderung der AS ge- 
messen. Dabei ergaben sich keine nennenswerten Unterschiede. Wurde 
lediglich das organische Lésungsmittel mit Pufferlésung gesittigt, das 
Papier vor der Chromatographie jedoch nicht gewaschen, so waren die 
AS-Verluste bei der Wanderung viel geringer (Abb. 4), jedoch zeigten 
die einzelnen Flecken wieder die Form wie im ungepufferten Lésungs- 
mittel. Der Vorteil dieses Verfahrens (Sattigen der organischen Phase mit 
alkalischer Pufferlosung) liegt in der Erh6hung der Ry-Werte der basi- 
schen AS. Dadurch wird der die Ninhydrinreaktion stérende NH,-Zusatz 
und der KOH-Spray®°“ zur Verdriangung der NH,-Ionen entbehrlich. 

Um die weiteren Nachteile des Phenols (hohe Ry-Werte einiger AS) 
zu umgehen, wurden m- und o-Kresol auf ihre Eignung gepriift. In 
m-Kresol (wassergesattigt) sind die Ry-Werte aller AS deutlich herab- 
gesetzt, noch stirker im wassergesattigten o-Kresol. Beide Lésungsmittel 
sind jedoch sehr viscos und haben deshalb eine sehr geringe Wanderungs- 
geschwindigkeit ; bei Verwendung von o-Kresol erhalt man keine deut- 
liche Trennung der langsam wandernden AS. Am giinstigsten erwies 
sich die Kombination von Phenol und m-Kresol (1:1 oder 1:2), gesattigt 
mit Boratpuffer vom py 9,2! (s. 8.121). Der Ry-Wert von Phenyl- 
alanin, der am raschesten wandernden AS, war nicht gréBer als 0,8, und 
die einzelnen AS ergaben gut getrennte kompakte Flecken. Aber auch 
bei diesem Lésungsmittel traten Verluste an AS auf. Mit zunehmender 
Distanz vom Startpunkt nahm die Differenz zwischen der am Start auf- 
getragenen und der im AS-Fleck wiedergefundenen Substanzmenge 
zu (Abb. 4). 
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Um zu klaren, wo sich die im Fleck fehlende AS-Menge befindet, 
wurde der gesamte Streifen zwischen Start- und Frontlinie bei Chroma- 
tographie einer einzelnen AS (Valin) in 1,0 bzw. 2,0 cm breite Banden 
(Abb. 5) quer zur Laufrichtung zerlegt und an jeder Bande die Ninhy- 
drinreaktion durchgefiihrt. Das Ergebnis der Extinktionsmessungen an 
den einzelnen Banden ist in Abb. 5 dargestellt. Bei kleiner Wanderungs- 
strecke ist in dem angefarbten bzw. fluorescierenden Fleck nahezu dice 
gesamte wandernde AS-Menge vereinigt (Abb. 5a); ist dagegen die durch- 
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Abb. 5a. Abb. 5b. 
Abb. 5. Verteilung einer AS (Valin) bei verschieden langer eindimensionaler 
Wanderung. 


Abszisse: Distanz von der Startlinie. Die schraffierte Flache bezeichnet den bei 
der Fluorescenzreaktion sichtbaren AS-Fleck. Ordinate: Extinktionswerte, die an 
den einzelnen Banden nach Subtraktion des mittleren Leerwertes bestimmt wurden. 
Die gestrichelten Linien bezeichnen den einfachen Streuungsbereich der Leerwerte. 


wanderte Strecke groB, so wandert ein Teil der Substanz der im Fleck 
vereinigten Hauptmenge voraus (Abb. 5b). Im Bereich zwischen Fleck 
und Startlinie bleiben dagegen keine AS zuriick oder nur in so geringer 
Menge, da die Empfindlichkeitsschwelle der Farbreaktion nicht tiber- 
schritten wird*. Die Bestimmung der nachfolgenden AS wird durch die 
vorauswandernde AS nicht gestort. 

Von den gepriiften Lésungsmitteln fiir den Laut in der 2. Dimension 
erfiillt keines die oben (s. 8. 117) gestellten Anforderungen fiir die quan- 
titative Chromatographie der AS vollstandig. Um eine geniigende Di- 
stanz der einzelnen AS-Flecke zu erreichen, ist eine groBe Wanderungs- 
strecke nétig; dadurch werden jedoch die Flecke wenig kompakt und 





* Beim Versuch, der in Abb. 5b dargestellt ist, lagen die Extinktionswerte 
in diesem Bereich sogar noch unter dem einfachen Streuungsbereich der Leerwerte, 
jedoch ist der Unterschied (< 1,5 6) nicht signifikant. 
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die Verluste bei der Wanderung groB. Andererseits werden durch eine 
kleinere Wanderungsstrecke zwar kompakte AS-Flecken erzielt und die 
Substanzverluste klein gehalten, jedoch ist die Trennung einiger AS, 
besonders der langsam wandernden, ungeniigend. Es erscheint demnach 
kaum médglich, alle AS auf einem einzigen zweidimensionalen Chroma- 
togramm mit gentigender Genauigkeit quantitativ zu erfassen. Werden 
dagegen von einem AS-Gemisch bzw. Proteinhydrolysat mehrere Chro- 
matogramme mit verschiedenen Loésungsmitteln und verschiedener 
Wanderungsstrecke angefertigt und wird auf jedem Chromatogramm 
nur eine bestimmte AS-Gruppe quantitativ bestimmt, so lassen sich fiir 
jede dieser Gruppen bzw. jedes Chromatogramm die besten Bedingungen 
hinsichtlich Losungsmittel und Wanderungsstrecke auswahlen. Eine 
papierchromatographische Methode fiir die quantitative AS-Bestim- 
mung, die auf diesem Prinzip beruht, wird im folgenden Teil beschrieben. 


II. 


Die in Proteinhydrolysaten vorkommenden AS werden mit Hilfe von 
zwei Chromatogrammen quantitativ bestimmt. Beim Chromatogramm 
A ist die Distanz zwischen Start und Frontlinie in den beiden Dimen- 
sionen gering, beim Chromatogramm B ziemlich groB. Duch die geeig- 
nete Wanderungsstrecke und durch die Wahl geeigneter Lésungsmittel 
wird erreicht, daB beim Chromatogramm A méglichst giinstige Be- 
dingungen fiir die quantitative Bestimmung der rasch wandernden AS 
gegeben sind (Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Valin, Methionin, Prolin), 
wahrend beim Chromatogramm B die langsam wandernden AS unter 
hierfiir giinstigen Bedingungen getrennt werden (Glycin, Serin, Gluta- 
minsaéure, Asparaginsiure, Cystein, Lysin, Histidin, Oxyprolin). Eine 
Gruppe von AS mit mittleren Ry-Werten kann auf beiden Chromato- 
grammen genau erfaBt werden (Alanin, Threonin, Tyrosin, Arginin). 


Reagenzien 


1. 5n HCl fiir Hydrolyse. 
2. Reagenzien fiir die titrimetrische AS-Mikrobestimmung nach vanSlyke et al’, 
3. Lésungsmittel fiir die Chromatographie: 

I. Butanol-Essigsiure-Wasser (4: 1:5 Vol.-Tle.)%. Von den im Scheide- 
trichter getrennten Schichten wird die obere als Lésungsmittel fiir den 
Lauf in der 1. Dimension verwendet, die untere dient zum Sattigen der 
Luft in der Chromatographiekammer. 

IIa. 120 g m-Kresol (redest.), 60 g Phenol und 30 m/l Pufferlésung, px 9,2, 
werden gut gemischt’. Die Lésung wird zum kurzen Lauf in der 2. Di- 
mension verwendet. 

IIb. 100 g m-Kresol (redest.), 100 g Phenol und 28 mi Pufferlésung, py 9,2, 
werden gut gemischt!. Die Lésung dient zum langen Lauf in der 2. Di- 
mension. 

Herstellung der Pufferlésung: 181 ml 0,1 n-NaOH werden im 500-ml-MeBkolben 

mit 319 ml 0,1-m. Borsaéure gemischt. 1 Vol.-Tl. dieser Lésung wird mit 1 Vol.- 


16 —D. D. van Slyke, D. M. McFadyen u. P. Hamilton, J. biol. Chemistry 
141, 671 [1941]; vgl. auch D. D. van Slyke u. Mitarbb. ebenda 141, 627 [1941]. 
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Tl. Wasser verdiinnt. Priifung des py mit der Glaselektrode: po = 9,2 + 0,1. 
Die verdiinnte Pufferlésung wird zum Sattigen der organischen Phase bei Ila 
und IIb verwendet. 

4. Farbreagens. 

a) Methylglykol-Wasser (1:1 Vol.-Tle.). 

b) Nirhydrinreagens nach Moore und Stein®. Die Pufferlésung (pH 5,0) 
mit SnCl,-Zusatz wurde unter Paraffin aufbewahrt und direkt vor dem 
Gebrauch mit der Ninhydrinlésung im Verhiltnis 1:1 (Vol.-Tle.) unter 
Eiskiihlung gemischt. 

Das gebrauchsfertige Farbreagens wird hergestellt, indem direkt vor dem Ge- 

brauch 3 Vol.-Tle. von b) mit 1 Vol.-Tl. von a) gut gemischt werden. 

Elutions- und Verdiinnungslésungen. 

50-proz. Propanol (n-Propanol-Wasser 1:1 Vol.-Tle.). 

10-proz. Propanol (n-Propanol-Wasser 1:9 Vol.-Tle.). 

6. Standardlésungen reiner AS (fiir Eichung und Kontrollversuche). Von den 
natiirlich vorkommenden AS wurden Standardlésungen in 10-proz. Propanol 
hergestellt. Konzentration 4 mMol/l. Tyrosin und Cystein wurden in 0,1-n. HC! 
gelést. Die Reinheit der Lésungen hinsichtlich ninhydrinpositiver Substanzen 
wurde durch eindimensionale Chromatographie in Butanol-Essigsiure-Wasser 
(s.o.) und Ninhydrin-Spray, ihre Konzentration nach van Slyke et al.!® 
durch titrimetrische Bestimmung des bei der Reaktion mit Ninhydrin frei 
werdenden Kohlendioxyds gepriift. 


or 


Durchfithrung einer Bausteinanalyse 

Hydrolyse und Vorbereitung des Hydrolysates 

Etwa 10 mg Protein werden mit 5-n. HC] 24 Stdn. am RiickfluBkiihler ge- 
kocht, anschlieBend wird im Vak. (Wasserstrahl|pumpe) bei 50—60° bis zur Trockene 
eingedampft. Der Riickstand, eine meist gelbliche, nicht kristalline Masse, wird in 
2 ml Wasser (bidest.) gelést und erneut eingedampft. Das Wiederaufnehmen in 
Wasser und Eindampfen wird 1—2mal wiederholt, um die Salzsiure méglichst 
vollstandig zu entfernen. Der trockene Riickstand wird nach dem letzten Ein- 
dampfen in 10-proz. Propanol gelést; die Menge des Lésungsmittels richtet sich 
nach der hydrolysierten Proteinmenge. 1 m/ Hydrolysat sollte ungefahr 0,5 mg 
x-Amino-Stickstoff enthalten. 


Genaue Bestimmung der AS-Gesamtkonzentration im Hydrolysat 


Als genauestes Verfahren erwies sich die Methode von van Slyke et al’. 
Nach Decarboxylierung der AS mit Ninhydrin wird das frei werdende Kohlen- 
dioxyd volumetrisch oder titrimetrisch (nach Uberdestillieren in Barytlauge) be- 
stimmt. Aus der Kohlendioxyd-Menge wird die Menge des «-Amino-Stickstoffs 
und die molare Konzentration der AS im Hydrolysat berechnet. Bei der titri- 
metrischen Mikromethode lassen sich an 1 ml Hydrolysat die Bestimmungen mit 
einer Genauigkeit von -+-3°% durchfiihren. 

Kolorimetrische Methoden und einfache Stickstoffbestimmungen nach Kjel- 
dahl sind fiir diese Aufgabe ungeeignet, weil beide Methoden nicht spezifisch fiir 
AS sind. 

Vorbereitung des Papiers 

Aus den 8. 121 erwahnten Griinden sind fiir die Bestimmung 2 Chromato- 
gramme erforderlich. Whatman-Papier Nr. 1 wird nach Abb. 6 vorbereitet. Ent- 
lang den Linien A und C wird vor dem entsprechenden Lauf umgefalzt, so daB 
der kiirzere Abschnitt in die Wanne mit dem Lésungsmittel eintaucht, wahrend 
in dem gréBeren Teil die absteigende Chromatographie erfolgt. Die Abmessungen 
des kiirzeren Abschnitts kénnen je nach der Art der Chromatographiekammer 
variiert werden, auf dem gréBeren Teil sind die folgenden Wanderungsstrecken zu 
markieren ; 
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Bei Chromatogramm A fiir Lésungsmittel I: A — B= 37cm 
fiir Lésungsmittel Ila: C — D= 27 cm 
Bei Chromatogramm B fiir Lésungsmittel I: A — B= 45cm 
fiir Lésungsmittel IIb: C — D= 35cm 


Die Distanzen sind so gewahlt, daB bei den auf dem betreffenden Chromato- 
gramm zu bestimmenden AS méglichst geringe Wanderungsverluste eintreten 
(s. S. 119) und zugleich eine méglichst gute Trennung der einzelnen AS-Flecke 
erreicht wird. Die relativ gro&e Distanz des Startkreises von der Linie A (Abb. 6) 
hewirkt, daB das Lésungsmittel mit verminderter Geschwindigkeit iiber den Start- 
kreis wandert. Da beim Lauf in der 1. Dimension der /ir-Wert der am raschesten 
wandernden AS (Leucin und Isoleucin) 0,54 betragt, kann das vordere Drittel des 
Bogens nach diesem Lauf abgetrennt werden (gestrichelte Linie E, Abb. 6). 


18 fé \A 





i £ 





NS 
~ 


Abb. 6. Vorbereitung des Papierbogens 
zur Chromatographie. s D 























Auftropfen 

Die AS-Lésung bzw. das Proteinhydrolysat 1a8t man mit einer Mikropipette 
am Startpunkt auftropfen. Mit Hilfe eines Féns wird gleichzeitig getrocknet, so 
daB der Durchmesser des Fleckes 1 cm nicht iiberschreitet. Von jeder AS sollten 
0,03—0,18 «Mol am Start aufgetragen werden, bei Proteinhydrolysaten demnach 
insgesamt 1,4—1,8 wMol AS, d. h. 20—25 ug «-Amino-N. Aus dem Ergebnis der 
AS-Bestimmung nach van Slyke et al.'6 (s. S. 122) 1a8t sich berechnen, welches 
Hydrolysatvolumen diese AS-Menge enthalt. 

Ein Neutralisieren von Salzsiureresten im aufgetropften Hydrolysat mit 
NH,-Dampfen ist nicht erforderlich, weil beim 1. Lauf ein stark saures Lésungs- 
mittel verwendet wird. 


Chromatographische Trennung 
Die Chromatographie erfolgt bei allen Laufen in absteigender Forni. Folgende 
Lésungsmittel werden verwendet (s. 8. 121): 


Chromatogramm A fiir die 1. Dimension: Lésungsmittel I, 
fiir die 2. Dimension: Lésungsmittel ITa. 

Chromatogramm B fiir die 1. Dimension: Lésungsmittel I, 
fiir die 2. Dimension: Losungsmittel IIb. 


Da die Wanderungsgeschwindigkeit von verschiedenen Faktoren, insbes. der 
Temperatur abhangig ist, 14B8t sich die Dauer der verschiedenen Laufe nicht genau 
angeben. Sobald die Lésungsmittelfront die nach Abb. 6 in entsprechendem Ab- 
stand (s. oben) aufgezeichnete Linie B bzw. D erreicht, wird der Lauf beendet. 
Um die Wanderung der Lésungsmittelfront beobachten zu kénnen, sollte die 
Chromatographiekammer aus Glas bestehen oder ein groBes Fenster besitzen. 

Zum Trocknen werden die Chromatogramme in einem verschlieBbaren Holz- 
kasten mit den Dimensionen 30 x 90 x 80 cm aufgehangt. Der Kasten wird diagonal 
von Warmluft (Fén) durchstrémt, so daB die Temperatur im Innern 40—50° be- 
tragt. Das Trocknen dauert nach dem 1. Lauf 1 Stde., nach dem 2. Lauf 3 Stdn. 
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Besonders nach dem 2. Lauf miissen Temperatur und Dauer streng eingehalter: 
werden, da sonst bei der Fluorescenzreaktion AS-Verluste eintreten. 


Lokalisation der AS-Flecken 

a) Durch Fluorescenz: Das getrocknete Chromatogramm wird im Thermo- 
stat genau 15 Min. lang auf 95—105° erhitzt. Hohere Temperaturen sind zu ver- 
meiden. Im UV-Licht sind anschlieBend die AS-Flecke durch ihre blauliche Fluo- 
rescenz gut sichtbar. 

b) Durch Vorfarben des Chromatogramms: Das Chrematogramm wird 
vor einer Lampe aufgehangt und gleichmaBig mit 1,5 m/ (Chromatogramm B) 
bzw. 1,0 ml (Chromatogramm A) Farbreagens bespriiht. AnschlieBend wird das 
Chromatogramm genau 15 Min. bei 55—60° getrocknet und die Farbe entwickelt. 
Die AS sind als violette Flecken gut sichtbar. Der Fleck von Prolin ist gelb, von 
Oxyprolin rétlich. 

Beide Verfahren erméglichen eine genaue Bestimmung der Lage und Be- 
grenzung der AS-Flecke. Ihre Vor- und Nachteile sind in der folgenden Tabelle 
dargestellt: 





Lokalisation durch 


Vorteile 


Nachteile 





a) Fluorescenzreaktion 


Sehr konstante und 
kleine Leerwerte 


Sofortige Auswertung 
des Chromatogramms 


Prolin und Oxyprolin 
fluorescieren nicht, 
Glutaminsare und 
Asparaginsaéure nur in 
héherer Konzentration 





nicht erforderlich 
Fluorescierende Begleit- 
stoffe kénnen die AS- 
Flecke iiberdecken 





Rasche Auswertung des 
angefarbten Chromato- 
gramms unbedingt er- 
forderlich 


Samtliche AS sind auch 
in geringer Konzentra- 
tion sicher nachweisbar 


b) Farbreaktion mit 
Ninhydrin 


Papierleerwerte infolge 

des Bespriihens haufig 

etwas héher und weniger 
konstant als bei a) 








Die einzelnen AS-Flecke werden mit einem harten Bleistift umrandet, wobei 
die Umrandungslinie in etwa 1 cm Abstand von der Grenze des gefarbten bzw. 
fluorescierenden Fleckes eingezeichnet wird. An vier verschiedenen Stellen werden 
Leerkreise von je 10 cm? Inhalt eingetragen. 

Vom gesamten Chromatogramm wird eine Pause hergestellt, auf die simtliche 
Fleckbegrenzungen und der Startpunkt genau iibertragen werden. Die AS-Flecke 
werden auf der Pause numeriert. 


Ausschneiden der Flecke, Farbreaktion und Elution 

Die AS-Flecke und die Leerkreise werden einzeln in 2—3 mm breite Streifen 
zerschnitten. Die Flecke und Streifen diirfen nur mit Pinzette und Schere, die in 
NaOH ausgekocht wurden, beriihrt werden. Die Streifen eines Fleckes werden in 
ein tadellos sauberes Reagenzglas iibergefiihrt, das entsprechend zur Fleckbezeich- 
nung auf der Pause numeriert ist. 

In jedes Reagenzglas mit Papierstreifen und in drei leere Reagenzglaser wer- 
den aus einer Prazisionspipette 2 m/ Farbreagens pi;ettiert. Falls die Streifen 
nicht vollstandig von der Fliissigkeit bedeckt sind, werden sie mit einem Glasstab 
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eingetaucht. Die Glaser werden mit Blechkappen verschlossen und im siedenden 
Wasserbad genau 20 Minuten erhitzt. AnschlieBend werden die Glaser 5 Min. in 
ein Wasserbad von 15—20° gestellt. Die Farbreaktion ist damit beendigt, zugleich 
ist der gréBte Teil des Farbstoffs bereits eluiert. 

Aus einer Prazisionsbiirette werden in die Glaser ohne Papierstreifen und 
in die Glaser mit den Leerkreisen (ohne AS) je 3 ml, in die Glaser mit AS-Flecken 
je 8 ml 50-proz. n-Propanol zugesetzt. Die Lésungen werden gut geschiittelt und 
durch kleine Faltenfilter (Schleicher & Schill Nr. 687, @ 10 cm) filtriert. Kleine 
Papierfasern, die sich bei der Farbreaktion von den Papierstreifen abl6sen und 
die Extinktionsmessung stark stéren, werden dadurch entfernt (ohne Filtration 
betragt die methodische Fehlerstreuung der Farbreaktion 10—15%). Das Filtrieren 
verursacht keine Farbstoffverluste. 


Extinktionsmessung 

An den Filtraten werden die Extinktionen mit dem Beckman-Spektrophoto- 
meter DU bei Wellenlinge 570 mu gemessen. Die Messung ist auch mit dem 
Stufenphotometer von ZeiB bei Verwendung des Filters 8 57 und mit Kiivetten 
von 2 em Schichtdicke méglich. Die MeBgenauigkeit ist mit diesem Gerat natiir- 
lich geringer. Samtliche Extinktionswerte werden gegen 50-proz. Propanol ge- 
messen und auf die Schichtdecke 1 cm umgerechnet. Wegen der Verdiinnungs- 
verhaltnisse sind die Extinktionswerte, die an den Eluaten der AS-Flecke ermit- 
telt wurden, zu verdoppeln (sog. korrigierte Extinktion, s. 8. 126). 

Sollen die Iminosaéuren (Prolin, Oxyprolin) bestimmt werden, so sind die 
Extinktionen an den Eluaten der entsprechenden Flecke, der Leerkreise und am 
Farbreagens ohne Papier bei Wellenlange 440 mu zu messen. Wegen der geringen 
Empfindlichkeit des Auges in diesem Spektralbereich und der geringen Intensitat 
der Farbe ist diese Messung nur mit einem empfindlichen lichtelektrischen Spektro- 
photometer genau durchfihrbar. 


Eichung 


Standardl6sungen der verschiedenen AS (s. S. 122) von bekannter Konzen- 
tration werden am Startpunkt des Chromatogramms aufgetragen. Das Chro- 














Tab. 1. 
Chromatogramm A | Chromatogramm B 

hy fe h fs 
GivGine Sek. oe 4 -- ~~ 0,251 18,86 
UMOOMS fee ita. fo Bou 0,251 22,38 0,264 = 23,51 
Se a 0,259 =30,34 - 
Leucin, Isoleucin . . . 0,265 34,80 ~- - 
MRE h. RO! _ -- 0,256 26,94 
Thveonin .. . 23. 0,282 33,55 0,284 33,84 
Asparaginsiure . .. . ~ - 0,256 34,13 
Glutaminséure ... . : 0,243 35,79 
NOUR ss ee ~ —- 0,242 35,39 
Arginn ....... 0,278 48,38 0,278 48,38 
PPABCIOAN, 6 ees io eas _ - wird bei Hydrolyse 

zerstort 

Phenylalanin. . .. . 0,305 50,36 — _- 
WyfOeme 0,305 55,24 0,305 55,24 
Methionin ...... 0,298 44,55 — — 
Cystein ae -- - 0,467 56,61 
BOI esis sks: a. ie a) os 0,943  108,6 — — 
Oxyprolin _ 1,538 201,7 
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matogramm wird in der geschilderten Weise entwickelt und ausgewertet. Die 
Extinktionen, die an den Eluaten der einzelnen AS-Flecke unter Beriicksichtigung 
von FleckgréBe und Leerwert ermittelt werden (s. u.), werden in einem Koordi- 
natensystem als Funktion der am Start aufgetragenen AS-Menge dargestellt. Es 
ergeben sich gerade Eichungslinien; das Lambert-Beersche Gesetz ist erfiillt. Da 
die Extinktion pro Mol AS nicht bei allen AS konstant ist®?, und da bei der Wan- 
derung der AS geringe Verluste auftreten, haben die Eichkurven der verschiedenen 
AS eine verschieden groBe Steigung. Mit Hilfe dieser Eichkurven kénnen die Chro- 
matogramme ausgewertet werden. Das Verfahren wird vereinfacht, wenn aus der 
Steigung der Eichkurve jeweils der zugehérige Kichfaktor berechnet wird. Diese 
Faktoren sind in Tab. 1 angegeben. 

Wird der korrigierte Extinktionswert nach Abzug des Leerwertes (s. unten) 
mit f, multipliziert, so erhalt man die AS-Menge in «Mol, nach Multiplikation mit 
f, in wg. 

Auswertung 

Die Extinktion, die am Eluat eines isolierten AS-Fleckes gemessen und fiir 
eine bestimmte Schichtdicke (1 cm) und ein bestimmtes Verdiinnungsverhiltnis 
(2 ml Farbreagens + 3 ml 50-proz. Propanol) korrigiert wurde, setzt sich aus drei 
Extinktionswerten zusammen: 


1. Extinktion des leeren Farbreagens (Reagensleerwert). 

2. Extinktion des entsprechenden leeren Papierfleckes ohne AS (Papierleerwert), 
abhangig von der GroéBe des AS-Fleckes. 

3. Extinktion, die durch die AS-Menge bedingt ist. 


Der 3. Extinktionswert ist gesucht und dient zur AS-Bestimmung. Voraus- 
setzung ist somit, daB die Leerwerte 1 und 2 genau ermittelt werden. Der 1. Leer- 
wert wird am leeren Reagens direkt gemessen. Die Differenz zwischen diesem Wert 
und der Extinktion, die an den Leerkreisen (10 cm”) ermittelt wurde, ergibt den 
Papierleerwert fiir 10 cm? Flache. Auf der Pause des Chromatogramms (s. 8. 124) 
wird planimetrisch die FleckgréBe bestimmt. Der so ermittelte Flachenwert (cm?) 
wird mit dem 10. Teil des Papierleerwertes multipliziert und das Produkt zum 
Reagensleerwert addiert. Die Summe ist der Leerwert des betreffenden AS-Fleckes. 
Die Differenz zwischen diesem Leerwert und dem korrigierten Extinktionswert 
entspricht der AS-Menge, die in dem betreffenden Fleck enthalten ist. Mit Hilfe 
der Eichfaktoren (Tab. 1) erhalt man aus dieser Fxtinktionsdifferenz die absolute 
AS-Menge in wMol und yg. Die w~Mol-Werte der einzelnen AS werden in % der 
am Startpunkt aufgetragenen Gesamtmenge (AS in “Mol nach van Slyke et al.!°, 
s. S. 122) umgerechnet*). 

Es ist unbedingt erforderlich, die Leerwerte sehr genau zu ermitteln. Der 
Reagensleerwert (Farbreagens ohne Papier) wird deshalb an mindestens drei 
Proben, die Extinktion von 10 cm? Papier an mindestens 4 Leerkreisen, die zwischen 
den AS-Flecken eingezeichnet sind, gemessen. Die Differenz zwischen den Extink- 
tionen der Eluate dieser Leerkreise zeigt, ob die Lésungsmittel gleichmaBig ge- 
laufen sind und das Chromatogramm zwischen den AS-Flecken homogen ist. 
Weichen die Werte um mehr als 0,02 vom arithmetischen Mittelwert ab, so ist 
das Chromatogramm nicht verwertbar. 


MeBgenauigkeit 

Die verschiedenen in Proteinhydrolysaten vorkommenden AS k6énnen nicht 
alle mit gleicher Genauigkeit quantitativ bestimmt werden, weil nicht bei allen 
die oben (s. 8. 117) angegebenen Bedingungen in gleicher Weise erfiillt sind. o 
prozentuale Fehlerstreubreite hangt auBerdem von der absoluten Menge ab, 


*) Bei der Ninhydrinreaktion werden pro Mol. Asparaginséure 2 Moll. CO, in 
Freiheit gesetzt. Von der nach van Slyke et al.'® ermittelten AS-Gesamtmenge 
im aufgetragenen Hydrolysat (uMol) mu8 deshalb fiir die obige Berechnung die 
chromatographisch bestimmte Menge Asparaginsiure (“Mol) subtrahiert werden. 
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der die zu bestimmende AS im Eluat des betreffenden Fleckes vorhanden ist. 
Um ein Urteil iiber die MeBgenauigkeit bei einer Bausteinanalyse zu gewinnen, 
wurde aus den Doppelanalysen von 10 verschiedenen Proteinen mit Hilfe der 
v?-Funktion die methodische Fehlerstreuung bei der Bestimmung der einzelnen 
AS berechnet (iiber die Einzelheiten des Verfahrens s. 1”). 


In Tab. 2 sind fiir die verschiedenen AS der arithmetische Mittelwert der 
Analysen (Absolutwert in »Mol) und die relative methodische Fehlerstreuung (in %, 
des Mittelwertes) angegeben. 


























Mol oy Of Mol +% 
Co 0,116 5,3 Asparaginsiure . . 0,166 ual 
AMI cs 0,130 6,2 Glutaminsaure . . 0,270 7.6 
ee 0,117 5,1 Lic paheade Ma Saramiae 0,086 9,7 
Leucin, Isoleucin . 0,187 4,9 Aron SS. 0,073 1,0 
<a 0,106 72 Phenylalanin. . . 0,047 11.4 
Threonin .... 0,081 751 EEVEORID: 26s. 6s « 0,047 12.0 
Cystein ..... 0,022 21,9 ao) 0,061 16,5 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die relative methodische Fehlerstreuung 
stark zunimmt, wenn die zu bestimmende AS nur in geringer Menge (unter 0.05 
Mol) vorhanden ist. Um alle AS eines Proteinhydrolysates mit befriedigender 
Genauigkeit quantitativ zu bestimmen, sind Doppelanalysen erforderlich. 


Kontrollanalysen eines AS-Gemisches von bekannter Zusammensetzung 




















Am Start Analyse Mittel- 
Aminosaure aufgetrag.| Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6 | wert 
(#8) (ug) (ug) 
Chromatogramm A 
WAN ss ess 11,72 11,8 11,9 11,3 11,5 10,6 12,0 11,5 
Isoleucin . . . . 13,12 13,1 12,6 13,5 11,7 12,8 13,2 12,8 
DhreonmMs 26 as 11,91 12,5 11,6 13,56 11,9 11,3 12,2 12,2 
APPIN... 25) 17,42 igh i,t BO 17:33 165 7,1 16,5 
Phenylalanin . . . 16,52 16,9 15.3 16,8 16,7 14,7 16,5 16,1 
PTOUM G6 i 11,51 10,9 12,2 103 —* = —* AL 
Chromatogramm B 
Gaye « .. «¢ s 7,51 7,3 7,6 8,1 7,8 dg 1,2 7.6 
Alanin ..... 8,91 8,9 9,1 9,2 9,4 8,2 8,7 8.9 
a! 10,51 11,0 10,2 12,1 10,4 10,5 10,4 10,8 
Asparaginsaure . . 13,31 13,3 13,4 13,3 13,3 13,2 13,3 13,3 
Glutaminséure . . 14,71 15,1 14,3 15,5 15,0 15,0 14,3 14,9 
MARI 5) ce) 0: 14,62 16,1 14,2 13,0 15,6 15,2 14,0 14,7 
Tyros 2. 6 18,12 17,7 16,6 18,4 18,3 15,6 17,7 17,4 
Oxyprolin .... 13,11 13,9 12,7 11,3 —-* —* —* 12,6 


*) Lokalisation der AS-Flecke durch Fluorescenzreaktion. Iminoséiuren deshalb nicht be- 
stimmbar. 


WH. Gebelein u. H. J. Heite, Statistische Urteilsbildung, Springer-Verlag 
1951. 
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Zusammenfassung 


Es wird untersucht, unter welchen Bedingungen eine méglichst ge- 
naue quantitative papierchromatographische Aminosduren-Bestimmung 
méglich ist. Die Eignung der Ninhydrinreaktion nach Moore und Stein 
(methodische Fehlerstreuung, Eluierbarkeit und Stabilitét des Farb- 
stoffs) wird gepriift. Verfahren, die eine genaue Lagebestimmung der 
AS-Flecke auf dem Chromatogramm erméglichen und die quantitative 
Farbreaktion am Eluat des ausgeschnittenen Flecks méglichst wenig 
beeinflussen, werden angegeben. Bei der papierchromatographischen 
Wanderung der AS werden Verluste festgestellt. Die GréBe dieser Ver- 
luste in Abhingigkeit von der Art des Lésungsmittels und der durch- 
wanderten Strecke wird gemessen. 

Es wird ein Verfahren beschrieben, nach dem die in Proteinhydro- 
lysaten vorkommenden AS unter Umgehung der ermittelten Fehler- 
quellen quantitativ papierchromatographisch bestimmt werden kénnen. 


Summery 


The conditions for the highest possible accuracy in the quantitative 
determination of amino-acids by paper chromatography have been in- 
vestigated. The suitability of the ninhydrin method of Moore and Stein 
has been tested from the point of view of the distribution of errors, the 
ease of elution, and the stability ofthe coloured product. Processes are 
described which make possible an exact determination of the position 
of the amino-acid spots on the chromatogramm but which interfere as 
little as possible with the quantitative colorimetry of the eluate. The 
losses during migration of the amino-acid and their dependence on the 
nature of the solvent and the regions traversed have been estimated. 

A procedure is described by which the amino-acids in the hydro- 
lysate of a protein can be determined, avoiding those sources of error 
that have been detected. 
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Uber quantitative Papierchromatographie von Aminosauren 
in Proteinhydrolysaten 
Von 
Ernst Kofranyi 
Aus der Abteilung fiir Ernihrungsphysiologie des Max-Planck-Instituts 
fiir Arbeitsphysiologic, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. September 1954) 


Nach Durchsicht der Literatur der letzten Jahre kénnte man an- 
nehmen, das Problem der quantitativen Papierchromatographie wire 
bereits gelést !. Immerhin ist es auffallend, daB auf die Schilderungen der 
Methodik fast niemals ausfiihrliche Angaben tiber die damit durchge- 
fiihrten Aminosiurebestimmungen in Proteinen folgen. Bei der Nach- 
arbeitung der Methoden stellt sich dann heraus, da8B sie noch weit von 
einer betriebsfertigen quantitativen Bestimmung entfernt sind. 

Kine Untersuchung iiber die Genauigkeit der quantitativen Papier- 
chromatographie von Aminosiuregemischen erwies sich daher als eine 
Notwendigkeit. Eine besondere Schwierigkeit bei solchen Analysen be- 
reitete bis vor wenigen Jahren die Hydrolyse von EiweifBstoffen, die 
von viel Kohlenhydraten begleitet waren. Man muBte entweder die 
Proteine isolieren, was mit unkontrollierbaren Verlusten verbunden ist, 
oder man muBte schwere und ebenfalls unkontrollierbare Verluste durch 
Huminbildung bei der Hydrolyse in Kauf nehmen. 

Nachdem es gelungen war, geeignete Methoden zur Hydrolyse von 
Proteinen in Nahrungsmitteln auszuarbeiten?, war die Moglichkeit er- 
offnet, die Anwendbarkeit der chromatographischen Verfahren zur quan- 
titativen Bestimmung der Aminosauren in den schonend hergestellten 
huminfreien Hydrolysaten zu priifen. 


S 


Der qualitative Nachweis der Aminoséuren im zweidimensionalen 
Papierchromatogramm bereitet keine Schwierigkeiten mehr. Fiir die 
Untersuchung von Nahrungsmitteln gibt er aber recht uninteressante 
Ergebnisse: In allen Nahrungsmittelproteinen finden sich die tiblichen 
20 Aminoséuren. Der Unterschied in der biologischen Wertigkeit der 
Proteine liegt in den unterschiedlichen Prozentgehalten der Amino- 
siiuren, es kommt also wesentlich auf die quantitative Bestimmung an. 





1 Siehe die zahlreichen Literaturangaben in den beiden Biichern: F. Cramer, 
Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr., 2. Aufl. (1952), S.40ff. 
— F.Turba, Chromatographische Methoden in der Proteinchemie, Springer- 
Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg (1954), S. 94 ff. 

2 EK. Kofranyi, diese Z. 287, 170 [1951]; 283, 14 [1948}. 
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Als eine der besten Methoden gilt die von Boissonnas’®. Ks ist uns 
aber in zahlreichen, ausgedehnten Versuchen nicht gelungen, sie fiir 
quantitative Proteinanalysen brauchbar zu machen. 


Die Methode, die auch nach unseren Erfahrungen zu den besten 
gehort, liefert auf kleinen Bogen (23 x 27 cm) gute qualitative Trennun- 
gen der Aminoséuren. Boissonnas trennt nicht alle Komponenten auf 
einem Bogen (was nicht méglich ist), sondern fiihrt die Trennung der 
langsam laufenden Aminosiéuren auf einem anderen Bogen durch als die 
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Abb. la. Die schnellaufenden Ami- Abb. 1b. Die schnellaufenden Ami- 
nosdiuren. Musterkarte nach Bois- nosiuren eines Caseinhydrolysates. 


sonnas*. 1. tert. Butanol: Methylathylketon: 
1. tert. Butanol : Methylathylketon : Wasser (4:4: 2). 
Wasser (4:4: 2). 2. tert. Butanol: Methanol: Wasser 
2. tert. Butanol: Methanol: Wasser (4:5:1). 


(4:5:1). 


*) Die in den Abbildungen 1—4 dargestellten quadratischen Papierbogen entsprechen den- 
jenigen von Boissonnas® innerhalb der dort durch Strichlierung bezeichneten Begrenzung. 


der schnell laufenden. Auf beiden Bogen wird zweidimensional getrennt. 
Als Phasensystem fiir den Bogen der schnell laufenden Aminosauren 
verwendet er in der ersten Richtung: tert. Butanol-Methylithylketon- 
Wasser (4:4:2 oder 5:3:2); in der zweiten Richtung: tert. Butanol-Metha- 
nol- Wasser (4:5:1). Auf dem Bogen der langsam laufenden Aminosiuren 
in der ersten Richtung: Phenol-Wasser (7:3); in der zweiten Richtung: 
n-Propanol-Wasser (7:3). Die von Boissonnas publizierten Muster- 
karten sind in Abb. la) und 2a) dargestellt, daneben die von uns er- 
zielten Ergebnisse mit Hydrolysaten (Abb. 1b und 2b). 

Auf Bogen I (Abb. 1b) war die Trennung Leucin-Isoleucin unbe- 
friedigend, es gelang nie, zu vollig getrennten Flecken zu gelangen; in 
vielen Fallen zeigte sich kaum die Andeutung einer Trennung*. 





3 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 33, 1966, 1972, 1975 [1950]. 
* Die Bezeichnung fiir Tyrosin und Tryptophan ist auf der Musterkarte 
von Boissonnas vertauscht. 
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Auf Bogen ITI (Abb. 2b) gab es mehrere Paare, die sich nicht trennen 
lieBen. So war die Trennung Alanin-Threonin unbefriedigend, die von 
Glycin-Serin kaum angedeutet. Auch Arginin-Lysin-Glutaminsaure- 
Asparaginsaure lieBen sich nicht trennen, wenn man Proteinhydrolysate 
untersuchte. Dennoch gelingt die Unterscheidung der Komponenten: 
Bei Anfairbung durch Bespriihen mit Ninhydrinreagens ist die Farbe des 
Lysin- und Asparaginsaurefleckens deutlich blauer als die der anderen, 
mehr violetten Flecken. Aber zwischen den Flecken gibt es keine farb- 
losen Zonen. 
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Abb. 2a. Die langsam laufenden Abb. 2b. Die langsam laufenden 
Aminosauren. Musterkarte nach Aminosauren eines Caseinhydro- 


Boissonnas. lysates. 
1. Phenol — Wasser (7 : 3). 1. Phenol — Wasser(7 : 3). 
2. Propanol — Wasser (7 : 3). 2. Propanol — Wasser (7 : 3). 


Anders ist es, wenn man etwa aquimolekulare Gemische reiner 
Aminosauren verwendet, deren Trennung naturgemaB leichter ist. Den 
Wert eines Trennungsverfahrens kann man aber erst bei Untersuchungen 
an Hydrolysaten natiirlicher Proteine richtig beurteilen. 

Unterhalb von Tyrosin, rechts von Glycin zeigt sich in allen Casein- 
hydrolysaten ein Flecken (y), den zu identifizieren uns nicht gelang 
(Abb. 2b). — Die Lage der Flecken der Hexonbasen ist sehr schwan- 
kend; manchmal liegen sie so, wie in Abb. 2b gezeichnet, manchmal viel 
hdher. Die Flecken sind ohne scharfe Begrenzung und oft recht grob- 
flichig. Besonders diffus ist das Histidin, am konzentriertesten ist der 
Lysin-Fleck. 

Um bessere Trennungen zu erreichen, verwendeten wir fiir die auf- 
steigende Chromatographie gréBere Bogen (40x 40cm). Bei Bogen I 
aindert sich in den Ergebnissen nicht viel, die Trennung Leucin-Isoleucin 
ist nicht perfekt. U. W. gibt es kein mit aufsteigendem Phasengemisch 
arbeitendes Verfahren, bei dem eine Trennung dieser beiden Kompo- 
nenten mdglich wire. — Die zweidimensionale Trennung auf Bogen IT 
war zunachst schlechter als auf den kleineren Bogen, da in der Richtung 
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Propanol-Wasser die Aminosiuren ,,sitzenblieben“, d.h. ihre Wande- 
rung viel zu klein war. Wir vertauschten die Phasengemische, verwandte: 
als erste Richtung Propanol— Wasser (7:3), als zweite Richtung wasser- 
gesaittigtes Phenol. Dabei erhielten wir befriedigendere Ergebnisse (s. 
Abb. 3). Noch besser sind die Ergebnisse, wenn man als erste Richtung 
das Phasengemisch : n-Butanol zu Eisessig zu Wasser wie 70:15:15 ver- 
wendet. Die Paare Serin — Glycin und Threonin — Alanin sind gut ge- 
trennt, die Flecken der Basen relativ klein (Abb. 4). 
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Abb. 3. Chromatogramm eines Casein- Abb. 4. Chromatogramm eines Casein- 
hydrolysates (200 y Casein). hydrolysates (200 y Casein). 
1. Propanol — Wasser (7:3). 1. n-Butanol — Eisessig — Wasser 
2. Wassergesatt. Phenol. (70:15: 15). 


2. Wassergesatt. Phenol. 


II. 


In einer zweiten Arbeit gab Boissonnas eine Methode an, um die 
Aminosaureflecken zu lokalisieren, ohne dabei die gesamte Menge mit 
Ninhydrin umzusetzen‘. Er rastert das Papier mit einem in Ninhydrin- 
reagens getauchten ,,Igel‘‘, so daB man nach dem Erwarmen violette 
Punkte im Abstande von 7 mm iiber das Papier verteilt sieht. Leider ist 
dieses Verfahren praktisch ungeeignet, da der Punktabstand zu groB fiir 
die meist schmalen Zonen zwischen den Flecken ist. Bei einer engeren 
Rasterung sind die Verluste zu groB. 


Auch die von vielen Autoren angegebene Ortung der Flecken durch 
Fluorescenz im UV-Licht nach Erwairmung des Papiers auf 100° ist eine 
fragwiirdige Angelegenheit. Ganz abgesehen davon, da Aminosiure- 
verluste auftreten, ist die Ortung nicht zuverlissig genug. — Manchmal 


4 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 33, 1972 [1950]. 














ein- 


Bd. 299 (1955) Quantitative Papierchromatographie von Aminosauren 133 


kann man die Flecken unter der UV-Lampe mit einem Bleistift richtig 
randen, wie eine nachtragliche Bespriihung mit Ninhydrin zeigt. Oft 
aber randet man einen Flecken, der sich nachher als nicht vorhanden 
erweist, oder iibersieht vorhandene. In manchen Fallen zeigt es sich, daB 
alle Fluorescenzflecken gegen die nachher gebildeten Ninhydrinflecken 
um einen gewissen Betrag verschoben sind. 

Wir wandten nun ein neues Verfahren an, um die Aminosiure- 
flecken zu lokalisieren. Bespriht wird mit einer frisch bereiteten 0,01- 
proz. Lésung des Natriumsalzes von Naphthochinon-(1.2)-sulfonsiure-(4), 
gelést in Methanol. Durch 1-stdg. Erwairmen auf 60° erhalt man unter 
der Analysenlampe stark fluorescierende Flecke, die monatelang haltbar 
sind. Die Ortung ist leicht, weil die Fluorescenz sehr hell ist. Sie ist 
empfindlicher als die Reaktion mit Ninhydrin: Die durch nachtragliches 
Bespriihen mit 0,l-proz. Ninhydrinlésung in Methanol und Erwarmen 
(30 Min. bei 60°) erzeugten violetten Flecken sind kleiner und liegen 
innerhalb der Bleistiftstriche, mit denen die Fluorescenzflecken gerandet 
wurden. Die Aminosaureverluste bei dieser Methode der Ortung sind 
gering und liegen zwischen 2 und 7% (Tab. 1). Seit Einfiihrung dieser 


Tab. 1. Beeinflussung der MeBergebnisse bei Aminosdéurebestimmungen 
mit Ninhydrin durch Bespriihen der Bogen mit 0,01-proz. Fluorescenzreagens 




















Extinktion Extinktion 
Nr. pon ew wr (Flecken (Flecken Verluste 
unbehandelt) (bespriiht) 
1 LU an aera 0,250 0,241 3,6% 
z Isoleucin .... 0,1505 0,1395 1;3% 
3 Glutaminséure. . 0,123 0,121 1,6% 
4 Methionin. . . . 0,108 0,100 74% 
5 Phenylalanin . . 0,0963 0,0935 2,9% 
6 Caseinhydrolysat . 0,240 0,236 1,7% 


Verbesserungen bedienen wir uns regelmaBig der Methode von Boisson- 
nas zur qualitativen Bestimmung von Aminosauren in Proteinhydro- 
lysaten. Unser Vorgehen wird am Schlu8 der Abhandlung genau be- 
schrieben. 

III. 

Die Methode von Boissonnas soll aber zur quantitativen Be- 
stimmung von Aminosaéuren dienen®. Leider ist es uns niemals gelungen, 
Aminoséuren quantitativ wiederzufinden, ja die Verluste iiberstiegen 
oft 30%. Dies liegt nicht an der vou Boissonnas vorgeschlagenen 
Ausfiihrungsform der Ninhydrinreaktion. Sie ist wesentlich besser als 
die von Moore und Stein® angewandte: die Leerwerte liegen tiefer, die 
Fehler sind bei wi8r. Aminosiurelésungen sehr klein. Zur Bestimmung 
von Aminosiuren in Flecken, die auf Filtrierpapier aufgetropft sind, be- 
dient sich Boissonnas folgenden Verfahrens: Er bespriiht die Bogen 


5 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 38, 1975 [1950]. 
6 St. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 373 [1948]. 
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erst mit einer l-proz. Lésung von Kaliumhydroxyd in Methanol und 
14Bt sie 15 Min. bei 60° trocknen, um das Ammoniak des Papiers zu ent- 
fernen. Die in Streifen (3x 20mm) geschnittenen Aminosiureflecken 
werden in ein Reagensglas gebracht, dazu 5 ccm von dem Ninhydrin- 
reagens (5 g Ninhydrin [reinst] und 500 mg SnCl,-2 H,O werden gelést 
in einer Mischung von 500 ccm Methylcellosolve [Glykolmethylather], 
250 cem n-NaOH und 250 ccm 2-n.CH,CO,H. Die Essigsiure wird durch 
Destillation von Eisessig tiber Chrom(VI)-oxyd gewonnen, um Spuren 
von Ammoniak zu entfernen). 

Die Reagensglaser werden in einem siedenden Wasserbade 20 Min. 
erhitzt, dann rasch abgekiihlt. In jedes Reagensglas kommen hierauf 
5 ccm der Verdiinnungslésung (Propanol:Wasser wie 1:1). Nach einer 
Pause von 30 Min. messen wir in einem Eppendorf-Photometer mit einem 
Filter, welches die 578 muHg-Linie durchla8t; Schichtdicke der Kii- 
vette 10 mm. 





IV. 


Das Reagens von Boissonnas gibt sehr gute Werte, wenn man die 
auf dem Papier aufgetropften Aminosauren (ohne sie laufen zu lassen) so- 
fort bestimmt. Die Werte aber werden unertriglich schlecht, wenn man die 
Chromatogramme mit den angegebenen Phasensystemen entwickelt hat. 

Dies gab Verahlassung, nach den Fehlerquellen zu suchen. Die Auf- 
klairung der Fehlerquellen war nur dadurch méglich, daB in dem oben 





geschilderten Fluorescenzreagens eine die bisherigen Empfindlichkeiten 
weit iibertreffende Methode der Erkennung von Aminoséurespuren auf 
den Chromatographiebogen zur Verfiigung stand. 

Um die Verlustquoten zu bestimmen, arbeiteten wir nicht mit zwei- 
dimensionaler, sondern mit eindimensionaler Chromatographie auf 
Whatman-Papier No. 1. Es wurden verschiedene Aminosaéuren im auf- 
steigenden Phasengemisch zur Wanderung gebracht. Wir bespriihten 
dann die getrockneten Bogen mit dem Fluorescenzreagens und erwarm- 
ten sie eine Stunde auf 60°. Die unter der Analysenlampe hell fluores- 
cierende Flecken wurden mit Bleistift gerandet. Einige Zentimeter von 
diesen Flecken entfernt tropften wir die gleiche Menge der gleichen 
Aminosiure nochmals auf und umgrenzten beide Flecken mit Bleistift- 
kreisen von 3,5cm Durchmesser. Um das Ammoniak zu entfernen, 
wurde mit methanolischer Kalilauge bespriiht und getrocknet. Die 
Kreise wurden ausgeschnitten und in Streifen geschnitten. Die Ergeb- 
nisse der Auswertung mit dem Reagens von Boissonnas zeigt Tab. 2. 
Die MeBwerte der Aminosiuren, die nicht gelaufen waren, wurden fiir 
die Ausrechnung gleich 100% gesetzt. Die Bogen (40 x 40 cm) trugen 3 
oder 5 oder 7 Fleckenpaare der gleichen Aminosiéuren; die Flecken jedes 
Bogens wurden fiir die Auswertung gemittelt. 

Es ist offensichtlich, daB die von Boissonnas angegebenen Phasen- 
systeme mit sehr groBen Verlusten arbeiten. Bei den von uns verwen- 
deten Bogen mit lingeren Laufstrecken betragen sie 28 bis 57%. Auf den 
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A Angewandte Lauf-| Verluste |Mittel 
Nr. Aminosaure Phasengemisch strecke in in 
in y in cm % % 
1 | 15 Leucin tert. Butanol:Methylathyl-| 16 | 41,8; 63,7; | 57,0 
keton:Wasser (5:3:2) 52,3; 74,1; 
(nach Boissonnas) 53,2 
2 | 15 Leucin tert, Butanol:Methylathyl-| 18 | 9,31; 0,83; | 0,6 
keton : n-HCO,H (5:3 2) 1,01 > 0,32; 
0,55 
3 | 15 Leucin tert. Butanol : Methanol: 20 | 51,1; 62,2; | 54,1 
Wasser (4:5:1) 47,6; 41,6; 
(nach Boissonnas) 57,3; 47,9; 
71,0 
4 | 15 Leucin tert. Butanol: Methanol: 21 21,5; 22,5; | 22,5 
n-HCO,H (4:5:1) 21,4; 22,0; 
24,9 
5 15 Leucin n-Propanol :Wasser (7:3) 19 43,8; 46,0; 48,5 
(nach Boissonnas) 43,1; 67,2; 
36,6; 49,8; 
52,9 
6 15 Leucin n-Butanol : Eisessig : 14 10,3; 12,8; 11,9 
Wasser (70:15:15) 9; 13,9; 
LUOs LL 7s 
13,5 
vf 15 Leucin n-Butanol : Eisessig : 15 Eat: 12,9; 123 
Wasser (70:15:15) 14,0; 10,4; 
12,0 
8 | 15 Leucin wassergesittigtes Phenol | 27 | 31,0; 21,1; | 28,2 
28,9; 28,4; 
31,7 
9 | 15 Leucin wassergesittigtes Phenol | 29 rine 37,6; | 36,7 
10 | 15 Glutamin- wassergesittigtes Phenol 6,5 | 13,7; 19,5; | 13,5 
saiure 7,4 
11 10 Glutamin- wassergesattigtes Phenol 6,5 29,0; 22,8; 29,2 
saure 35,6 
12 5 Glutamin- wassergesittigtes Phenol 7 40,6; 32,7; | 45,1 
sdure 62, 
13 | 15 Lysin-dihydro-| wassergesittigtes Phenol 11,5 | 40,4; 48,8; | 42,3 
chlorid 37,8 
14 | 15 Glycin wassergesattigtes Phenol 9,5 | 20,2; 20,5; | 19,3 
17,3 
15 | 15 Tyrosin wassergesattigtes Phenol 14 57,4; 50,1; | 56,5 
61,9 


von Boissonnas verwendeten kleineren Bogen mégen die Verluste 
etwa halb so groB8 sein. Wir konnten durch Zugabe von Séuren zum 
Phasengemisch die Verluste deutlich herabsetzen, sie sind aber immer 
noch sehr erheblich. Die Verluste sind von Aminosiure zu Aminosaure 
und von Phasengemisch zu Phasengemisch verschieden. Auferdem 


10* 
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hangen sie leider sehr stark von der Konzentration der chromatogra- 
phierten Aminosauren ab (Nr. 10, 11, 12). Uberdies sind die Verluste von 
Bogen zu Bogen verschieden und selbst auf dem gleichen Bogen unter 
anscheinend gleichen Bedingungen nicht gleich, so daB es unméglich ist, 
mit einer durchschnittlichen Verlustquote zu rechnen. Die Zahlen der 
Tab. 2 erwecken den Eindruck, als wiirden die Aminosiuren vom Papier 
irreversibel absorbiert. Da8 diese Annahme stimmt, beweist folgende 
Beobachtung: Unter der Analysenlampe kann man neben den stark fluo- 
rescierenden Flecken schwach fluorescierende, aber deutliche Bahn- 
spuren jeder Aminosaéure bis zu ihrem Startpunkt zuriickverfolgen. 
Ausgeschnittene Bahnspuren gaben Mefwerte in einer GroBenordnung, 
wie sie aus den Aminosaureverlusten zu erwarten waren. 

Es ist klar, daB dieser Effekt jede wirklich quantitative Bestimmung 
unméglich macht. Selbst wenn man eine bekannte Menge der zu bestim- 
menden Aminosiure auf dem gleichen Bogen als Vergleichswert mit- 
laufen laBt, ist der RiickschluB auf die Verlustquote -unsicher, da sie von 
der unbekannten Menge der zu bestimmenden Aminosaure abhingt. 
Uberdies hangen die Verluste auch noch von unbekannten Faktoren ab 
und dndern sich von Bestimmung zu Bestimmung. Auf Grund so vari- 
ierender Verlustméglichkeiten sind héchstens halbquantitative Be- 
stimmungsmethoden méglich. Tatsichlich ist bis zum heutigen Tage 
kein papierchromatographisches Verfahren publiziert worden, das mehr 
als halbquantitativ genannt werden kénnte. Leider teilen die wenigsten 
Autoren Beleganalysen mit bekannten Mengen von Aminoséuren mit. 
Es ist nicht zu erwarten, daB es gelingen kénnte, die Fehler, die minde- 
stens mit dieser Art der Papierchromatographie notwendig verbunden 
sind, zu beseitigen. 


Vorschrift fiir die qualitative Bestimmung 
von Aminosaéuren in Proteinhydrolysaten 
durch Papierchromatographie 


a) Hydrolyse ohne Huminbildung: Die folgende Vorschrift gilt nur fiir 
mehr oder minder reine EiweiBstoffe; sofern Proteine vorliegen, die einen er- 
schu8 von Kohlenhydraten enthalten, muB nach einem Spezialverfahren hydro- 
lysiert werden’. 

1 g Protein (etwa Casein) wird mit 200 mg SnCl,-2H,O und 30 cem 25-proz. 
Salzsiure erst angeteigt und dann glatt verriihrt. Weniger feuchte Partikel oder 
Knétchen diirfen nicht vorhanden sein. Mit aufgesetztem Riickflu8kihler wird 
4 Stdn. tiber dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. 

Hierauf wird mit Wasser auf mindestens 250 ccm verdiinnt und solange 
Schwefelwasserstoff eingeleitet, bis alles Zinn als braunes, kérniges Zinnsulfid ge- 
fallen ist. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, mit heigem Wasser gut gewaschen 
(5—6mal), bis die iiberstehende Fliissigkeit keine Ninhydrinreaktion mehr gibt. 
Sie reagiert dann neutral und zeigt Tendenz zur kolloidalen Triibung. Der Nieder- 
schlag wird bei 105° getrocknet und sein Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. 
Er soll 1,5% des zu hydrolysierenden Proteinstickstoffs nicht iibersteigen. 

Das Zentrifugat wird im Vak. bis zur Trockne eingedampft, wieder in Wasser 
gelést und dieser Vorgang zweimal wiederholt, um die Hauptmenge der Salzsaure 


7 E. Kofrényi, diese Z. 287, 170 [1951]. 
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zu entfernen. Das fertige Hydrolysat wird auf 100 ccm aufgefiillt und ist etwa 
0,l-n. salzsauer. Sein Stickstoffgehalt wird nach Kjeldahl bestimmt. 

b) Die zweidimensionale Trennung der langsam laufenden Amino- 
sduren: Dazu werden Papierbogen von der GriéBe 40x40 cm verwendet, ent- 
weder Whatman No.1 oder Schleicher & Schiill Nr. 2043b. Vom linken und 
unteren Rand je 6 cm entfernt wird ein Kreis von 15 mm Durchmesser gezeichnet; 
dieser ist der Startpunkt der Chromatographie. Mittels einer Blutpipette werden 
0,1 cem einer Lésung aufgetragen, die etwa 100—200 y hydrolysierten Proteins 
enthalt und vorher mit Natronlauge auf py 7 gebracht wurde. Die Fliissigkeit wird 
in kleinen Portionen aufgetragen und mit einem Foéhn getrocknet, ehe man die 
nachste Portion auftropfen 14Bt; der nasse Fleck darf den Rand des Kreises nicht 
iiberschreiten. Andererseits ware es schlecht, einen kleineren Kreis zu verwenden, 
da sonst die Konzentration der Aminosauren zu hoch ist. Nach dem Auftragen 
der Probe wird aus dem Papier ein Zylinder geformt, indem man zwei Kanten 
mit Nahgarn zusammenniht. 

Auf den Grund eines Standzylinders (von 25 cm innerem Durchmesser und 
52cm Hohe) mit aufgeschliffenem Deckel wird 1 cm hoch das folgende Phasen- 
gemisch gegossen: n-Butanol : Eisessig : Wasser wie 70: 15: 15. Der Papierzylinder 
wird hineingestellt, und die Fliissigkeit steigt durch Kapillarwirkung im Laufe 
von 15 bis 20 Stdn. bis zum oberen Rand. Der Glaszylinder wird auf die Dauer 
der Chromatographie in einen kleinen Raum gestellt, dessen Temperatur durch 
elektrische Beheizung auf 25° + 1° gehalten wird. 

Der Bogen wird dann herausgenommen und bei 60° im Trockenschrank ge- 
trocknet. Hierauf wird die Naht des Zylinders geéffnet, der Bogen um 90° gedreht 
und die beiden anderen Kanten zusammengenaht. 

Auf den Boden eines zweiten Standzylinders mit Schliffdeckel wird etwa 
1 cm hoch wassergesattigtes Phenol geschiittet. Die Lésung wird so bereitet, daB 
man Phenol p. a. etwa mit gleicher Menge heiBen Wassers mischt und die Lésung 
in einen Scheidetrichter fiil]t. Allmahlich bilden sich 2 Schichten, deren untere 
aus wassergesattigtem Phenol besteht. Der Papierzylinder wird in den Glaszylinder 
gestellt, die Phenollésung steigt im Laufe von etwa 20 bis 22 Stdn. im Papier auf. 
Der Bogen wird im Trockenschrank bei 60° (mit Luftdurchzug) etwa eine halbe 
Stde. lang getrocknet, hierauf badet man ihn in einer flachen Wanne mit Petrol- 
ather, um die letzten Reste des Phenols zu entfernen. Endlich wird der Bogen bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

c) Die zweidimensionale Trennung der schnellaufenden Amino- 
sauren: Dafiir ist das von Boissonnas angegebene Verfahren gut geeignet. Es wird 
mit Papierbogen von der GréBe 23 x 27 cm gearbeitet. 3 cm vom linken und vom 
unteren Rand zeichnen wir einen Kreis von 15 mm Durchmesser als Startpunkt. 
Mittels Blutpipette werden etwa 100 y hydrolysierten Proteins, gelést in 0,1 ccm, 
aufgetragen. Danach wird der Bogen zu einem Zylinder vernaht. In ein 3-]-Becher- 
glas kommt 1 cm hoch das Phasengemisch I (tert. Butanol: Methylathylketon : Wasser 
wie 5:3:2). Der Papierzylinder wird hineingestellt und das Becherglas mit einer 
doppelten Schicht Zellophan ynd Gummiring verschlossen; au8erdem wird noch 
eine Glasplatte daraufgelegt. 

Als Phasengemisch fiir die zweite Dimension verwendet man eine Mischung 
von tert. Butanol: Methanol:Wasser wie 4:5:1. 

d) Die Lokalisation der Aminosadureflecken: Es kann auf zweierlei 
Weise vorgegangen werden, Entweder bespriiht man mit 0,1-proz. Ninhydrinlésung 
in Methanol und trocknet den Bogen 1% Stde. bei 60°, bis die violetten Flecken 
erscheinen. Oder man verwendet zum Bespriihen eine 0,01- bis 0,05-proz. Lésung 
des Natriumsalzes der Naphthochinon-(1.2)-sulfonséure-(4) in Methanol. Die Lésung 
soll frisch bereitet sein. Durch 1-stdg. Erwaérmen auf 60° erhalt man unter der 
Analysenlampe stark fluorescierende Flecken. Als UV-Quelle verwenden wir die 
Stabanalysenlampe (Hanau) mit Hochdruckbrenner S 81 und Dunkelglas-UV- 
Filter UG 4. 

Als Beispiel fiir ein zweidimensionales Chromatogramm soll Abb. 4 dienen. 
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Zusammenfassung 


Es wurde die Genauigkeit der quantitativen Papierchromatographie 
von Aminosiéuren untersucht. Die zweidimensionale Methode von R. A. 
Boissonnas gibt gute qualitative Trennungen, die wir noch weiter ver- 
bessern konnten. Aber gegen die quantitativen Bestimmungen sind 
schwere Bedenken zu erheben: die Verluste an Aminosauren sind auBer- 
ordentlich hoch und sehr unterschiedlich. Bestimmungen der Verlust- 
quoten bei eindimensionaler Papierchromatographie mit verschiedenen 
Phasensystemen an verschiedenen Aminosiuren ergaben Werte zwischen 
0,6 und 57%. 

Es wurde ein neues Verfahren fiir die Lokalisation von Aminosiure- 
flecken auf Papier entwickelt. Nach Bespriihen mit Naphthochinon- 
sulfonsiure, Erwairmen auf 60° und Bestrahlen mit einer UV-Analysen- 
lampe werden Aminosiuren als stark fluorescierende Flecken sichtbar. 
Die Empfindlichkeit der Methode ist gréBer als die der Anfarbung mit 
Ninhydrin. Dadurch lie8 sich erkennen, da Aminosaiuren beim Wandern 
auf dem Papier vom Startpunkt ab eine schwach fluorescierende Bahn- 
spur zuriicklassen, die durch ihre Adsorption an die Papierfaser zustande 
kommt. Die adsorbierte Menge hangt von vielen Faktoren ab, vor allem 
sehr stark von der Menge der angewandten Aminosiure. Da dies fiir alle 
Arten von Papierchromatographie gilt, beurteilt der Verfasser die Még- 
lichkeiten der quantitativen Bestimmung von Aminosiuren durch diese 
Verfahren sehr pessimistisch. 


Summary 


The accuracy of the quantitative paper chromatography of amino- 
acids has been investigated. The two-dimensional method of R, A. Bois- 
sonnas gives good qualitative separations which we have been able to 
improve further: but there are serious objections to quantitative estima- 
tions by this method; for the losses of amino-acids are both high and 
variable. Determinations of the percentage losses in one-dimensional 
chromatography with various solvent systems and various amino-acids 
gave values between 0,6% and 54%. 

A new procedure for the location of spots of amino-acids on paper 
has been developed: after spraying with naphthoquinonesulphonic acid, 
warming to 60° and irradiation with an UV-lamp the spots appear 
strongly fluorescent. The sensitivity of the method is greater than that 
of the ninhydrin process. By this method it can be shown that migrating 
aminoacids leave behind a feebly fluorescent trail on account of their 
adsorption on the paper fibres. The amount adsorbed depends on 
various factors, especially the quantity of amino-acid put on. Since this 
observation applies to all types of paper chromatography, the prospects 
of quantitative estimation of amino-acids by such methods are not 
considered to be hopeful. 
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Beitrag zum chemischen Aufbau des Pankreas 
der weifen Maus im Hunger und wiahrend der Restitution 
des Sekretes 
Von 
H. Langer* und A. Graffi 


Aus dem Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. W. Friedrich), Abteilung fiir biologische Krebsforschung 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1954) 


Das Pankreas ist auf Grund seiner Funktion als Bildungsstitte der 
Verdauungsfermente ein Organ mit intensiver EiweiBsynthese. Hier 
werden — im Gegensatz zum Wachstum mit seinen komplexen Repro- 
duktionsvorgingen — nur spezifische Fermentproteine aufgebaut, und 
so gestattet eine biochemische Untersuchung dieses Gewebes Einblicke 
in die Vorginge der Bildung dieser engumgrenzten Stoffgruppe. 

Die Méglichkeit hierzu bietet sich durch die Arbeitsrhythmik der 
exokrinen Driisenzellen, mit der nach einer Extrusion die Sekretgranula 
neu aufgebaut werden, was vielfiltige histologische Untersuchungen 
aufgezeigt haben!. Durch Reizung mit Pilocarpin oder anderen Sub- 
stanzen 1aBt sich auch am hungernden Tier die Extrusion auslésen und 
in der Folge davon ein weitgehend synchroner Funktionszyklus eines 
groBen Teils der exokrinen Zellen einleiten. Die dabei erfolgenden cyto- 
logischen Verinderungen sind so auffallig, daB von den Bearbeitern 
iibereinstimmend auf erhebliche Schwankungen im Stoffbestand der 
Zellen geschlossen worden ist. Es soll nun versucht werden, an der Ge- 
samtdriise durch chemische Methoden eingehendere Kenntnisse zu ge- 
winnen, wie dies schon von Ries! und in neuerer Zeit auch von Huber! 
gefordert worden ist. 

Fiir ein solches Unternehmen sollen zunichst die Grundbestandteile 
der Zellsubstanz herangezogen werden, vor allem Wasser, Fett und 
EiweiB, dazu die fiir die Funktion besonders wichtigen Nucleinsaiuren 
(NS); die Verteilung von Stickstoff, Phosphor und Ribose in den als Ex- 
trakte zu gewinnenden Fraktionen gestattet weitere Schliisse. Eine Ge- 
samtanalyse der durchschnittlichen Zusammensetzung der Driisensub- 
stanz muB der Untersuchung des Zyklus vorausgehen. 


* Vorliegende Abhandlung stellt einen stark gekiirzten Auszug aus Diplom- 
arbeit und Dissertation (H. Langer, Math.-nat. Fak. d. Humboldt-Universitat 
Berlin, 1953) dar, die in den Jahren 1951—1953 durchgefiihrt wurden; dort sind 
die Ergebnisse im einzelnen dargestellt. 

1 C. G. Hirsch, Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom. 15, 36 [1932]; E. Ries, 
ebenda 22, 523 [1935]; P. B. van Weel, ebenda 27, 65 [1938]; O. Jarvi, ebenda 
31, 1 [1941]; J. W. Sluiter, ebenda 38, 187 [1944]; P. Huber, ebenda 34, 428 
[1949]. 
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Fiir die Untersuchung wurden Pankreasdriisen weiBer Mause benutzt, die vor 
Beginn des Versuchs mindestens 24 Stdn. gehungert hatten; sie erhielten kein 
Wasser. Die Anregung zur Extrusion erfolgte durch intravendése Injektion von 
0,1... 0,2 ml einer 0,1-proz. Lésung von Pilocarpinhydrochlorid. Zur Untersuchung 
des Arbeitsrhythmus wurde die ,,Stufenuntersuchungsmethode‘“ von Ries? ver- 
wendet; die Punkte lagen bei %, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14 und 17 Stdn. nach der In- 
jektion. Histologische Kontrollen wurden nach der Mitochondrienform (Ries?) 
durchgefiihrt: Paraffinschnitte nach Regaud-Fixierung mit Eisenhamatoxylin- 
farbung nach Heidenhain. 

Der Wassergehalt wurde durch Trocknung des Gewebes bei 100 ... 105° 
ermittelt. Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach Kjeldahl] in der Halbmikro- 
Modifikation von Parnas und Wagner”. Zur Phosphorbestimmung diente die 
Methode von Fiske und Subbarow’; fiir ATP wurde die Hydrolysekurve nach 
Lohmann‘ aufgenommen. Der RNS-Gehalt wurde — ebenfalls kolorimetrisch — 
nach Mejbaum® bestimmt; die Eichung geschah mit Hefenucleinsaiure. Auch fiir 
Lésungen, die auBer RNS noch Nucleotide enthalten, werden die ,,RNS-Werte“ 
als Vergleichszahlen angegeben, obwohl die Nucleotide nicht simtlich entsprechende 
Farbintensititen im Orcin-Test liefern. 

Die Fraktionierung des Driisenmaterials (s. Schema S. 141) erfolgte durch 
Extraktion mit Ather-Alkohol (1:3) sowie kalter (2 Stdn.) und heiBer (90°; 30 Min.) 
5-proz. Trichloressigsiure (TCA) nach dem im Schema dargestellten Arbeitsgang®:’. 
In die Darstellung sind die Substanzgruppen mit aufgenommen, die durch die 
einzelnen Analysen erfaBt wurden. Weiter wurden Aufarbeitungen aus Frisch- 
material nach Schneider? zur Aufgliederung der Ribosenucleotide durchgefiihrt. 
Die Isolierung von Nucleoproteiden erfolgte durch alkalische Extraktion (Carbonat- 
gemisch, py um 9) und saure Fallung (Standard-Acetatpuffer, pp 4,6) und Um- 
fallung bei +1°8. Dabei wurde ein rein weifes, in Alkali sehr leicht lésliches 
Produkt erhalten. 

Die Analyse einer groBen Zahl von Driisen sollte zunachst einen 
Uberblick iiber die durchschnittliche Zusammensetzung der Pankreas- 
substanz liefern. Die Ergebnisse aus dem Material von etwa 230 Tieren 
zeigt Tab. 1. Die Werte sind simtlich auf das Gesamtdriisenmaterial 
umgerechnet und in y/mg Frischgewicht bzw. Gesamttrockensubstanz 
(GTS) ausgedriickt ; der mittlere Fehler ist jeweils der Zahl hinzugefiigt, 
die bei der Bestimmung unmittelbar erhalten wurde. 

Weitere in der Tabelle nicht aufgefiihrte Analysen gestatten eine 
Aufgliederung des freien siureléslichen Phosphors. Dieser setzt sich zu 
etwa gleichen Teilen aus freiem anorganischem Phosphat und ATP- 
Phosphat zusammen; die Bestimmungen fiir 36 Einzeldriisen ergaben 
aus der Hydrolysekurve im Mittel: 


1,40 + 0,04 y/mg GTS freien anorganischen Phosphor, 
1,41 + 0,04 y/mg GTS abgespaltenen ATP-Phosphor. 


In dem mit heiBer TCA aus der EiweiBfraktion gewonnenen Extrakt 
befindet sich die gesamte NS des Gewebes. Deren Menge laBt sich aus 


2? I. K. Parnas u. R. Wagner, Biochem. Z. 125, 253 [1921]. 

3 C.H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

4 K. Lohmann, Biochem. Z. 202, 466 [1928]. 

5 W. Mejbaum, diese Z. 258, 117 [1939]. 

6 G. Schmidt u. 8. J. Thannhauser, J. biol. Chemistry 161, 83 [1945]. 
7 W.C. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 

8 A. Graffi, Arch. Geschwulstforsch. 1, 1 [1949]. 
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Tab. 1. Ergebnisse der Analysen der Pankreassubstanz. 























l yee 
Mittelwerte in y/mg und mittlerer Fehler nach mF = + | > a “i ; 
Anzahl y/mg y/mg Gesamt- 
d. Anal.| Frischgew. | trockensubst. 
Wee Se BB eek 5 ges 215 763 +1,1 — 
Ather-Alkohol-Extrakt (Lipoidfraktion) 21 37,2 157 +4,4 
Saurelésliche Anteile (TCA-Fraktion) . 21 22.7 96 +4,1 
Sauregefallte Anteile (EiweiBfraktion) . 21 178 750 +2,5 
Stickstoff: 
Gesamtmaterial ........ 22 32,5 137 +1,4 
Lipoidfraktion ......... 21 0,62 2,6 + 0,28 
TOCA-Mraktion .......4.. 21 2,2 9,1 + 0,44 
EiweiBfraktion ......... 21 27,2 115 +0,8 
Phosphor: 
Gesamtmaterial - ....... 21 6,0 25,5 + 0,18 
Lipoidfraktion ......... 21 1,0 4,2 + 0,14 
TCA-Fraktion (a). ....... 21 1,4+ 0,02 5,9 
TCA-Fraktion (b). ....... 21 1,5 6,2 + 0,17 
davon: ,,freier“ (nicht organisch 
gebundener) P ... . 19 0,57 2,4 -+ 0,06 
EiweiBfraktion ......... 21 a 13,3 + 0,15 
davon: heiB siureléslicher P. 21 3,0 12,8 -+ 0,22 
sdureunlislicher P . . 21 0,12 0,49-+ 0,01 
RNS-Werte: 
Gesamtmaterial ........ 11 33,2 140 +1,6 
TCA-Fraktion ......... 21 4,9+ 0,09 20,5 
EiweiBfraktion (a) ....... 21 31,5-+ 0,8 133 
EiweiBfraktion (b) ....... 21 26,8 113 +2,1 








dem P-Gehalt der Lésung berechnen*®. Wenn man von diesem Gesamt- 
NS-Wert den Wert fiir die in der gleichen Lésung direkt bestimmte RNS 
abzieht, erhailt man den DNS-Gehalt; er errechnet sich fiir das vorlie- 
gende Material aus 

134 y/mg GTS (Gesamt-NS) — 113 y/mg GTS (RNS) zu 21 y/mg GTS. 

Das isolierte Nucleoproteid hatte — im Durchschnitt von 45 Auf- 
arbeitungen — ein N:P-Verhaltnis von 5,9 -+ 0,1. Dieser Wert liegt 
etwas hoher als der Durchschnitt des Gesamtmaterials (N:P 5,4). 

Aus den Analysenergebnissen lassen sich Schliisse auf die stoffliche 
Zusammensetzung des Materials ziehen (Tab. 2). Wichtig erscheint der 
hohe Anteil von Phosphorlipoiden, darunter besonders Diaminophos- 
phatiden, in der Lipoidfraktion, auf den sich aus dem N: P-Verhiltnis 
dieser Stoffgruppe schlieBen 1laBt. In der siiureléslichen Fraktion machen 
die Nucleotide einen sehr erheblichen Anteil aus; der ATP-Gehalt allein 
liegt mit 12 y/mg GTS in der GréBe des von Lohmann‘ fiir den Muskel 
angegebenen. Die Hauptmasse der Zellsubstanz stellen mit 75% der 
GTS die Proteine und Proteide dar. Deren Phosphorgehalt weist auf 











at- 


sti. 
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Tab. 2. Zusammensetzung der Pankreastrockensubstanz; Angaben in % des Trocken- 




















gewichts. 
% der 
Anteil Bestimmung als Gesamt- 
trocken- 
substanz 
Lipoide: 
Phosphorlipoide Lipoid-Phosphor 10,4 
davon: 
Monoaminoverbindung. ‘ Se thr, ~6 
Diaminoverbindungen \ N:P-Verhaltnis in Lipoiden { per 
Andere Fette Rest der Fraktion 5,3 
EiweiBstoffe : 
Saurelésliche Zwischen- 
produkte Stickstoffrest der TCA-Fraktion ~3 
Freie Proteine, héchstens| Stickstoffrest der EiweiBfraktion 18 
2 : : * 
a Hydrolysierbarer P der Eiwei8fraktion 47") 13 
Fe EiweiBanteil und N: P-Verhaltnis der Nucleoproteide ~34 
Phosphorproteide Saureunléslicher Phosphor der EiweiB- 
fraktion 7 
Nucleinstoffe: 
Saurelésliche Nucleotide, 
héchstens RNS-Wert der TCA-Fraktion 3 
davon: ATP Hydrolysierbarer saureléslicher P 1,2 
Fallbare Polynucleotide | Hvdrolysierbarer P der EiweiBfraktion | 13 
davon: RNS RNS-Wert der EiweiBfraktion 11 
DNS Rest der Polynucleotide ~2 


*) Hiervon sind 13°/, der GTS Nucleinsiuren, siehe auch unter ,,Fillbare Polynucleotide“. 


einen groBen Nucleoproteidanteil hin, zumal die Phosphorproteide nur 
in sehr geringen Mengen vorhanden sind. Aus dem N: P-Verhiltnis der 
isolierten Nucleoproteide errechnet sich, daB etwa die Hialfte der Ge- 
samtdriisensubstanz dieser Stoffgruppe zugehért. Aus den RNS-Be- 
stimmungen folgt weiter, daB es sich hierbei iiberwiegend um Ribonu- 
cleoproteide handelt; das hohe RNS: DNS-Verhialtnis von 5,4° erscheint 
charakteristisch fiir Gewebe mit hoher EiweiBsyntheserate. 

Der bei der Addition der Werte von Tab. 2 verbleibende Rest von 
etwa 5% ist fiir anorganische Salze sowie geringe Mengen N- und 
P-freier Stoffe, z. B. freie Kohlenhydrate, anzunehmen. 

Die Analysen der Driisensubstanz wurden nun auf den gesamten 
Arbeitszyklus ausgedehnt. Vorversuche zeigten, daB nur mit mehreren 
Driisen gleichen Funktionszustandes in einer Analyse vergleichbare 
Werte erhalten werden kénnen; die hier gegebenen Zahlen stellen Mittel- 
werte aus 2—3 Aufarbeitungen von jeweils 8—10 Tieren dar. 


® Vgl.: K. Jorpes, Acta med. scand. 68, 253 [1928]; J. N. Davidson u. 
C. Waymouth, Biochem. J. 88, 39 [1944]; G. Schmidt u. 8S. J. Thannhauser, 
1. 0.8; W. C. Schneider, J. biol. Chemistry 164, 747 [1946]. 
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Zunachst wurden Gruppen von Hungertieren untersucht, bei denen 
die Hungerzeiten entsprechend den Versuchszeiten nach Pilocarpin 
gesetzt waren, und zwar: 
1. bis 27 Stdn. (HI) (entspr. 1.— 3. Pilocarpinstunde) 
2. 27—34 Stdn. (HII) (entspr. 5.—10. Pilocarpinstunde) 
3. 34—41 Stdn. (H III) (entspr. 14.—17. Pilocarpinstunde), 
dazu eine 4. Gruppe (H IV), in der Tiere zur Erkennung etwaiger Durst- 
einfliisse in der 25. und 37. Stunde des Durstens subcutane Injektionen 
von physiologischer Kochsalzlésung erhalten hatten und in der 39. 
Stunde getétet worden waren. Die in Tab. 3 aufgefiihrten Ergebnisse 


Tab. 3. Hungertiergruppen: Kontrollen zur Stadienuntersuchung; Anteile (auBer 
Wasser) in y/mg Gesamttrockensubstanz. 























Gruppe | HI H II Hil | HIV 
Wassergehalt (in % des Frischgew.) 76,1 76,4 76,2 76,6 
Lipoidfraktion. . . . . YF ake ares 186 174 139 150 
TCA-3raktion. ......... 70 83 104 104 
KiweiBfraktion ......... 737 746 750 742 
Stickstoffgehalt : 
Rue ee PP Se GOR’ 133 125 145 137 
TCA-N Spo a ea ee eee Ged 8,6 7,5 9,5 
Ime aN: OS oe ear.) 114 117 114 115 
Phosphorgehalt : 
BY 4 a.) « are desis 24,4 24,9 25,4 25,5 
Lipoid-P 4,7 4,7 3,7 4,8 
TCA-P : i re 5,3 6,1 6,1 6,3 
davon: ,,freier‘* P 2,3 2;3 2,5 | 
MIWeIG-E o,f a es 13,3 13,8 13,8 13,5 
davon: NS-P ...... 13,1 14,4 14,1 12,9 
Phosphorproteid-P 0,42 0,48 0,60 0,47 
Polynucleotidgehalt : 
Gesamt-NS ...... babe ts 138 151 148 136 
1 ae ae 114 122 121 111 
DNS (errechnet nach Seite 142). 24 29 27 25 











der Analysen zeigen keinerlei auffallige Differenzen; es ist also fiir diese 
Hungerzeiten kein EinfluB auf die stoffliche Zusammensetzung des Pan- 
kreas zu erkennen. Somit erscheint es berechtigt, die Mittelwerte der 
4 Gruppen als einheitliche Kontrolle den Pilocarpinstadien gegentiber- 
zustellen. Im Hunger zeigt ja das Pankreas mit seinem Stapelstadium 
eine Phase relativer Ruhe, die auch in den Reizungsversuchen den Aus- 
gangspunkt fiir die Pilocarpinwirkung und die nachfolgende Restitution 
darstellt. 

Fir die waihrend des Arbeitszyklus festgelegten 9 Stadien, 4%4—17 
Stdn. nach Pilocarpin (14 P bis 17 P), wurden ebenfalls Gruppen von 
Aufarbeitungen durchgefiihrt, die sich iiber 184 Driisen erstrecken. Die 
Ergebnisse zeigt Tab. 4; in diese sind unter H die Mittelwerte der Hunger- 
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tiere mit aufgenommen. Fir simtliche untersuchten Substanzen liegen 
die Werte zu jeder Zeit, also in allen Stadien der Sekretneubildung, inner- 
halb der methodisch bedingten Schwankungsbreite. Auch den Kon- 
trollen gegeniiber weisen sie keine Differenzen auf. Ebensowenig konnten 
in den Nucleoproteiden, die als Stichproben in den Hungertier-Kon- 
trollen H und den Friihstadien 1 P und 3 P isoliert wurden, Unterschiede 
in der Menge und im N:P-Verhialtnis aufgefunden werden. 

Damit erscheint es sicher, daB das Pankreas wihrend der Sekret- 
neubildung seinen Bestand an den hier untersuchten Grundstoffen weit- 
gehend konstant erhalt. Die dichte Folge der gewihlten Stadien macht 
es unwahrscheinlich, daB zwischenliegende Extremwerte iibersehen 
wurden. Durch die Gruppenbildung in den Analysen diirften individu- 
elle Schwankungen praktisch nicht in Erscheinung treten, und somit 
1aBt sich aus der Fehlerbreite der Werte in der Gesamtanalyse (Tab. 1) 
abschatzen, innerhalb welcher Grenzen durchschnittliche Schwankungen 
in den Stadien bei einzelnen Anteilen noch liegen kénnten. Unter Ein- 
setzung der dreifachen mittleren Fehlergrenze ergeben sich dafiir bei- 
spielsweise folgende Prozentsaitze vom Endwert: 


Wasser. . + 2% Fallbare Proteide ......... + 2% 
Total-N. . + 6% N:P-Verhaltnis der Nucleoproteide . +10% 
Total-P. . + 4% Gesamt-Nucleinsiuren ....... +10% 
ATP... +15% Joss hie Sa rae mare ee +11% 


Unter Beriicksichtigung der Unvollkommenheit der Synchronie in 
der Funktion sowie der in ihrer Zusammensetzung als konstant anzu- 
nehmenden Langerhans’schen Inseln und der unvermeidlich mit 
analysierten Bindegewebsanteile méchten wir annehmen, daB linger 
dauernde Veranderungen in den Zellen zu mindestens der Halfte ihrer 
tatsichlichen GréBe zum Ausdruck kommen miiften. Auf derartige 
Schwankungen iiber die angegebene Breite hinaus findet sich jedoch an 
keiner Stelle des Zyklus ein Hinweis. 

Die Sekretproduktion scheint nach diesen Befunden — im Gegen- 
satz zur bisherigen Meinung der Histologen — nicht so sehr mit groBen 
Verinderungen im Stoffbestand, als vielmehr mit Wechsel der Bindungs- 
art und des physiko-chemischen Zustandes der Substanzen sowie be- 
sonders ihrer réumlichen Verteilung in der Zelle einherzugehen. Die Ver- 
ainderungen der Permeabilitét der Basalmembran, die durch Unter- 
suchungen von Hirsch?° wahrend der friihen Restitutionsphasen nach- 
gewiesen wurden, deuten ebenfalls in diese Richtung. Die dann erfol- 
gende Aufnahme von Ausgangsstoffen fiir die Sekretneubildung diirfte 
sehr schnell geschehen, so daB die verloren gegangenen Substanzen bald 
durch neue ersetzt werden, die ihnen in elementar-analytischer Zusam- 
mensetzung weitgehend ahnlich sind. Dafiir kiime in Betracht, daB die 
Zelle wihrend der Extrusion bereits fertiges Eiwei8 aufnimmt und nur 
zum Ferment umbildet. Wahrscheinlicher ist, da8 sie EiweiBbausteine 


'0 C. G. Hirsch, Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom. 14, 517 [1932]. 
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aus dem Blute bezieht — oder méglicherweise aus Zuckern und einer 
noch unbekannten Stickstoffquelle selbst synthetisiert!! — und sehr 
rasch zum komplexen Protein aufbaut. Ein Abwandern von Nuclein- 
siéuren zum Blut hin wihrend der Fermentabsonderung, um die Gesamt- 
zusammensetzung aufrecht zu erhalten, ist unwahrscheinlich, da ja die 
Relation zu den Lipoiden konstant bleibt. 

Das spezifische Zellprodukt wird bald raumlich isoliert und abge- 
lagert, wihrend die eigene Substanz der Zelle zusammen bleibt und zihe 
festgehalten wird. Darauf weist auch die analytisch véllig andere Zu- 
sammensetzung des Pankreassaftes hin. Der von uns untersuchte Inhalt 
einer Retensionszyste des Ductus pancreaticus vom Menschen wies einen 
nur sehr geringen Phosphorgehalt und praktisch keine NS auf, woraus 
hervorgeht, daB kaum solche Stoffe mit extruiert werden, die aktiv an 
der Sekretbildung beteiligt sind. Das gilt auf Grund unserer Befunde 
besonders fiir die Nucleoproteide, von denen wir annehmen miissen, daB 
sie, und damit auch die RNS, wiahrend der gesamten Zelltétigkeit in 
ihrer Menge konstant und als solche erhalten bleiben. 

Dieses chemische Ergebnis der Konstanz der NS-Menge in der Drii- 
senzelle steht in gewissem Widerspruch zu Darstellungen von Caspers- 
son!?, der mit Hilfe seiner Methode der UV-Absorptions-Messung am 
Schnitt feststellte, daB die RNS im Stapelstadium in héherer Konzen- 
tration vorhanden sei als in den friihen Restitutionsstadien ; dies stimmt 
mit den histologischen Beobachtungen iiber den Wechsel im Bestand 
an Ergastoplasma (Ries!) gut iiberein. Beide Befunde lassen sich jedoch 
zwanglos gemeinsam erkliren, wenn man fiir die vorhandene konstante 
Menge an RNS eine verschiedene Verteilung im gegebenen Raum der 
Zelle annimmt: Die RNS wird im Stapelstadium an der Basis der Zelle 
angereichert, vielleicht auch passiv durch die Granulamassen dorthin 
gedrangt; waihrend der Sekretrestitution aber kommt es zu einer mehr 
diffusen Verteilung. 

In Ubereinstimmung mit dem auch von Caspersson® angefihrten 
Prinzip von Heitz deutet dies vielleicht gerade auf die Mitwirkung 
der RNS-Proteide in der EiweiBsynthesearbeit hin. Dann aber wiirde 
die an einem Punkt des Basalplasmas meBbare Konzentration der NS 
tatsichlich geringer sein als wihrend des Stapelstadiums. 

Dies fiihrte uns zu folgender Auffassung iiber die Bildung der Se- 
kretgranula: Mit der Extrusion 6ffnet sich — auf Grund der Perme- 
abilitaétsinderung in der Basalmembran — die Blutzellschranke, und 
es strémen Baustoffe in die an Proteinen verarmte Zelle ein. Diese 
werden nun zu hochmolekularen Stoffen aufgebaut, wobei die cytoplas- 


11 C, P. Zamecnik, R. B. Lotfield, M.L. Stephenson u. J. M. Steele, 
Cancer Res. 11, 592 [1951]. 

12 T. Caspersson, H. Landstrém-Heyden u. L. Aquilonius, Chromo- 
soma 2, 111 [1941]. 
13 T, Caspersson, Naturwissenschaften 29, 33 [1941]. 
14K. Heitz, Planta 18, 571 [1932]. 
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matische RNS wohl einen wesentlichen Anteil hat. Man kann sich die 
Funktion der Ribonucleoprote‘de als die einer Matrize vorstellen!, die 
vielleicht genetisch fixiert ist und auf die immer gleiche Aminosaéuren 
in sp2zifischer Anordnung aufgelagert werden. Dies kénnte erkliren, 
daB die abgegebenen EiweiBstoffe stindig weitgehend gleich zusammen- 
gesetzt sind!*, da die Bildungskérper (speziell die RNS) nicht in das 
Produkt eingehen und daher nicht stindig nachgebildet werden missen. 

Die Einlagerung der Polymerisate in die Nucleoproteide diirfte eine 
Volumenvergr6Berung dieser Stoffe zur Folge haben, durch die die Kon- 
zentration der RNS verringert und die Basophilie — also die histolo- 
gische Darstellbarkeit als Ergastoplasma — herabgesetzt wird’. Es ist 
anzunehmen, daB diese Anlagerungsverbindung so lose ist, daB sie den 
Isolierungsgang der Nucleoproteide nicht iibersteht. 


Die ,,Reifung‘‘ kann nun als eine Entmischung der spezifischen Ei- 
weiBstoffe aus ihrem Bildungskolloid gedeutet werden, d.h. als eine 
Ablésung des Fermentproteins von der Matrize, auf die sein Transport 
zum apikalen Zellpol folgt. Bei diesem Vorgang hat wohl der Golgi- 
Apparat mit seinen Lipoiden — besonders nach histologischen Arbeiten 
von Hirsch?’ und Sluiter'® — einen wesentlichen Anteil. Beim ,,Ent- 
stehen“ der Sekretgranula treten die entmischten Proteine wahrend 
ihrer Zusammenballung in die mikroskopisch wahrnehmbare Gré8en- 
ordnung. " 

Nach Beendigung ihrer Funktion konzentrieren sich die Nucleo- 
proteide im Basalplasma; wihrend der Ruheperiode im Stapelstadium 
sind sie wieder als Ergastoplasma darstellbar, da sie nun relativ mehr 
basophile RNS in der Volumeneinheit enthalten. 


Fir diese Vorstellung ist kein laufender Neuaufbau von RNS an- 
zunehmen, da nur der Verschlei8 ersetzt werden muB, der aber — wegen 
des Fehlens von NS im Sekret — wohl nur gering ist. Dies scheint uns 
ein wesentlicher Unterschied gegeniiber dem Zellwachstum zu sein, bei 
dem nicht nur die EiweiBmenge, sondern zeitlich vorher auch der eiweiB- 
bildende Apparat, also die Matrize, reproduziert werden muB. Die im 
Vergleich zur Driisenzellfunktion viel starkere Beteiligung des Kerns im 
Wachstum ist wohl ein Ausdruck fiir die dabei nétige NS-Synthese, 
wiahrend bei der Produktion der Sekretgranula die hauptsichlichsten 
Verinderungen an den Cytoplasmaorganellen vor sich gehen diirften. 
Nach unserer Auffassung liegt also das Wesen der Sekretrestitution im 
schnellen Aufbau spezifischer Proteine an einem bestiindig vorhandenen 


16 H. Friedrich-Freksa, Naturwissenschaften 88, 376 [1940]: F. Hauro- 
witz, Chemistry and Biology of Proteins, Academic Press Inc. Publishers, New 
York, 1950; J. Brachet, Un Symposium sur le Proteins, Desoir, Liége, 1946, 
S. 123. 

16 G.M. Byrne, J.I. Phinney, M.Schachter u. E. Gordon-Young, 
J. biol. Chemistry 192, 683 [1951]. 

7 C. G. Hirsch, J. ¢.1. 
18 J. W. Sluiter, Proc., Kon. nederl. Akad. Wetensch. Ser. 6, 51, 503 [1948]- 
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Apparat, den als Matrize wirksamen Nucleoproteiden des Cytoplasmas, 
und der darauf folgenden Anderung des physiko-chemischen Zustandes 
der neugebildeten Substanzen. 

Unsere Analysenergebnisse iiber die NS und unsere daraus gezo- 
genen SchluBfolgerungen stehen in bester Ubereinstimmung mit aus zum 
Teil anderen Versuchstechniken gewonnenen Ergebnissen von Daly 
und Mirsky?®, deren Arbeit uns erst nach Abschlu8 unserer Untersu- 
chungen bekannt geworden ist. 


Zusammenfassung 


1. Im Hinblick auf das Problem der Sekretrestitution in den Paren- 
chymzellen wird das Pankreas biochemisch untersucht. Dafiir wird das 
Material auf Grund der unterschiedlichen Léslichkeit und Fallbarkeit 
der einzelnen Anteile in mehrere Fraktionen aufgegliedert. 

2. Mit Hilfe der Analysenergebnisse wird auf den durchschnittlichen 
Gehalt des Miuse-Pankreas an einigen wichtigen Substanzgruppen 
geschlossen (Tab. 2, 8. 143). Fir die Funktion besonders wichtig er- 
scheint der hohe RNS-Gehalt; die Nucleoproteide machen etwa die 
Hialfte der Gesamttrockensubstanz aus. 

3. Hunger und Durst der Tiere iiben keinen mit den angewandten 
Methoden erkennbaren EinfluB auf den chemischen Gesamt-Aufbau der 
Driisensubstanz aus. 

4, Eine Stufenuntersuchung im Arbeitsrhythmus der durch Pilo- 
carpin-Injektion angeregten Driise ergab, da wahrend der gesamten 
Restitutionsperiode keine auffalligen Schwankungen in der durch- 
schnittlichen stofflichen Zusammensetzung mittels der hier verwen- 
deten Methoden festgestellt werden kénnen. 

5. Aus den chemischen Befunden wird geschlossen, daB auch die 
einzelne Driisenzelle ihren Stoffbestand standig nahezu aufrechterhalt. 
Neu aufgenommene Stoffe diirften entweder schon weitgehend vorge- 
bildet sein, oder ihr Neuaufbau erfolgt sehr schnell sogleich nach der 
Extrusion. 

6. Den im Cytoplasma, besonders woh] dem Ergastoplasma (Mikro- 
somen), vorliegenden Ribonucleoproteiden wird eine Matrizenfunktion 
beim Aufbau der spezifischen EiweiBstoffe zugesprochen. 


Summary 


1. With regard to the problem of replacement of substances lost 
from the parenchymatous cells by secretion, the pancreas has been in- 
vestigated biochemically. For this purpose the material was divided 
into several fractions according to solubility and ease of precipitation. 

2. The average contents of a number of important substances in the 
pancreas of the mouse have been determined from analytical results 


19 M.M. Daly u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 36, 243 [1953]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 299 11 
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(Table 2, p. 143). The high content of ribonucleic acid appears to be 
very important for its function: nucleoproteins constitute about half 
of the total dry weight. 

3. No influence of hunger and thirst on the composition of the 
glandular material could be detected by the methods used. 

4. In a series of experiments with glands in several stages of the 
functional rhythm initiated by injection of pilocarpine, no marked 
fluctuation of the average chemical composition during the whole 
restitution period could be detected by the methods used. 

5. It is concluded from the chemical results that the individual 
glandular cells maintain their composition more or less constant all the 
time. It is probable that either the fresh supplies of material are largely 
preformed or format‘on is rapidly taking place immediately after the 
extrusion. 

6. It is supposed that the ribonucleoproteins present in the cyto- 
plasm, especially in ergastoplasm (microsomes), act.as a matrix for the 
synthesis of specific proteins. 
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, (Unter Mitarbeit von Eva Gowin) 
a 
Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Justus Liebig-Hochschule GieBen 

1e (Direktor: Prof. Dr. Dr. H. Bohn) 
y (Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1954) 

e 

Herrn Professor Dr. R. Feulgen zum 70. Geburtstag 

Al Kiirzlich wurde tiber die Neubildung von Plasmalogen nach inten- 
he siven unspezifischen Reizen bei der Ratte! berichtet. Damit wird wieder 


die Frage aufgeworfen, woraus der Organismus Plasmalogen zu bilden 
imstande ist. Feulgen, Feller und Andresen? -bewiesen eine Neu- 
bildung von Plasmalogen wiahrend der Embryonalentwicklung des 
Hiihnchens. Sie diskutierten die Moéglichkeit der Plasmalogenbildung 
aus Esterphosphatid, zumal der Hiihnereidotter besonders reich an 
Esterphosphatid und arm an Plasmalogen ist. 

Da die im Hithnereidotter vorkommenden Esterphosphatide haupt- 
sichlich aus Lecithin bestehen, wire der Nachweis der Natur der stick- 
stoffhaltigen Bestandteile des bei der Embryonalentwicklung neugebil- 
deten Plasmalogens aufschluBreich fiir dessen Bildungsmechanismus. 
Daher wurden die Lipoidextrakte von unbefruchteten und befruchteten, 
elf Tage lang bebriiteten Hiihnereiern nach Abtrennung der Cholin- 
phosphatide verglichen, Diesem Zwecke diente das Verfahren der chro- 
matographischen Adsorptionsanalyse von Hanahan, Turner und 
‘ Jayko§, das reines Cholinphosphatid liefert. Im Eluat findet sich auch, 
wie Klenk und Gehrmann‘ feststellten, das cholinhaltige Plasmalogen. 
Letztere entdeckten iiberhaupt erst durch Anwendung dieses Verfahrens 
die Existenz von cholinhaltigem Plasmalogen bei der Untersuchung von 
Phosphatiden aus Rinderherz. 





Ergebnisse 


Im unbefruchteten Hiihnerei liegt der gréBte Teil des Plasmalogens 
als Cholin-Plasmalogen vor; denn das Plasmalogen findet sich haupt- 
sichlich in der Cholinphosphatid-Fraktion (Tab. 1). Infolge der Plas- 


1 0. W. Thiele, Z. ges. exp. Med. 128, 65 [1954]. 

2 R.Feulgen, P. Feller u. G.Andresen, Ber. Oberhess. Ges. Nat.- u. 
Heilkde., naturwiss. Abt. 24, 270 [1949]. 

3D. J. Hanahan, M.B. Turner u. M.E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

4 KE. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
Er 
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malogenarmut des Hihnereis ist der aus dem Plasmalgehalt errechnete 
Plasmalogen-N nicht gréBer als die Differenz von Gesamt-N und 
Cholin-N; doch ist nach den Befunden von Klenk und Gehrmann? 
anzunehmen, daB das im Eluat enthaltene Plasmalogen ausschlieBlich 
Cholin-Plasmalogen darstellt. 






































Tab. 1. 





Gew. P |Gesamt-NjCholin-N hipaa Plasmal 
(g) %) (%) (%) lGesamt-N| (7%) 





Unbefruchtete Eier 
Cholinphosphatid-Frakt.*| 3,2200 | 3,91 1,79 PS ff 98,9 0,157 
Phosphatidarme Frakt.**| 7,0846 | 1,52 0,89 0,56 62,9 0,033 





Bebriitete Eier 
Cholinphosphatid-Frakt.*| 3,7312 | 3,85 a 
Phosphatidarme Frakt.**| 7,8708 | 1,31 0, 


* Chromatographiert. 
** Diese (nicht chromatographierte) Fraktion enthilt auch die aithanolunléslichen Kephaline. 


77 1,74 98,3 0,483 
76 0,66 86,8 0,055 























In der phosphatid-armen Fraktion (acetonléslicher und alkohol- 
unléslicher Anteil), die gleichzeitig die in geringer Menge vorhandenen 
Kephaline enthalt, besteht noch ein erheblicher Anteil (nimlich 63°%) 
des Gesamt-N aus Cholin-N; in ihr findet sich 0,033°% Plasmal. Daher 
wurde auch diese Fraktion chromatographiert. Das Eluat enthilt dann 
allerdings kein reines Phosphatid, aber der gesamte Stickstoff besteht 
praktisch aus Cholin-N. Da in diesem chromatographisch gereinigten 
Produkt noch 0,015% Plasmal nachzuweisen ist (Tab. 2), muB ange- 
nommen werden, daB ein GroBteil des in der urspriinglichen phosphatid- 
armen Fraktion vorhandenen Plasmalogens die cholinhaltige Verbindung 
darstellt. 

Im bebriiteten Ei ist ausschlieBlich das in der Cholinphosphatid- 
Fraktion vorhandene Plasmalogen auf das Dreifache vermehrt. Auch 
hier wurde die phosphatidarme Fraktion chromatographiert (s. Tab. 2). 
Insgesamt ergibt sich in einem unbefruchteten Ei ein Gehalt von 1,13 mg 
Cholin-Plasmal (als freies Plasmal berechnet), in einem bebriiteten Ei 
3,22 mg Cholin-Plasmal. 

Somit ist es wahrscheinlich, daB waihrend der Embryonalentwick- 
lung vornehmlich Cholin-Plasmalogen neugebildet wird. Da das Hihnerei 


Tab. 2. Chromatographierte phosphatidarme Fraktion. 




















Gew. | P |Gesamt-N|Cholin-N marrpeore| Plasmal 

@) [(%)] (%) | in% [inge vom)” (a) 
Unbefruchtete Fier . ‘| 3,9254 | 1,73] 0,87 | 0,87 | 100,0 | 0,015 
Bebriitete Fier . . . .| 5,8133 |130] 0,63 | 0,64 | 101,6 | 0,023 
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an Esterphosphatiden iiberwiegend Lecithin enthalt, liegt es nahe, 
anzunehmen, daB das neugebildete Cholin-Plasmalogen aus Lecithin 
gebildet wird. Damit wird die Vermutung von Feulgen, Feller und 
Andresen?, daB Plasmalogen aus Esterphosphatid entsteht, gestiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Extraktion: 5 Eidotter von unbefruchteten Hiihnereiern (98,1 g) und 6 be- 
fruchtete Eier nach elftagiger Bebriitung (230,4 g) wurden getrennt mit dem etwa 
314-fachen Vol. Athanol durch Kochen unter Riickflu8 extrahiert. Dann wurde 
abgesaugt und die gleiche Extraktion wiederholt. Nach abermaligem Absaugen 
wurden die Filtrate im Vak. stark eingeengt, mit Aceton gefallt, mehrmals mit 
Aceton gut durchgeknetet und umgefillt. Der extrahierte Riickstand wurde nach 
sorgfaltigem Zerreiben im Mérser (bei unbefruchteten Eiern) bzw. feinem Zermahlen 
im ,,Starmix‘ (bei bebriiteten Eiern) wiederholt mit einer Chloroform-Methanol- 
Mischung (1:3 Vol.-Tle.) unter Riickflu8 ausgekocht und nach jedem Kochen heiB 
filtriert. Der Trockenriickstand (55,5 g bzw. 60,2 g) wurde verworfen. Die Filtrate 
wurden im Vak. stark eingeengt und wie oben mit Aceton gefallt. 

Die Acetonfallungen wurden vereinigt, vom Aceton befreit und in Petrolither 
(Sdp. < 50°) gelést. Ein kleiner petrolaitherunléslicher Teil wurde nach Absitzen- 
lassen abgetrennt und mit Petrolather gewaschen. Vom petrolitherléslichen Anteil 
wurde das Lésungsmittel abdestilliert, die Substanz getrocknet (4,9516 g bzw. 
6,8156 g), analysiert, dann zu etwa 3% in Athanol gelést und von einem athanol- 
unléslichen Anteil abgetrennt. 

Bei der Analyse wurde gefunden: 

Phosphatid aus unbefruchteten Eiern: 3,82 (3,822; 3,815)% P. 1,87 (1,881; 
1,862)% Gesamt-N. 1,53 (1,529; 1,540)% Cholin-N. 81,8% Cholin-N vom 
Gesamt-N. 

Phosphatid aus bebriiteten Eiern: 3,84 (3,868; 3,812)% P. 1,84 (1,830; 
1,852)% Gesamt-N. 1,15 (1,126; 1,180)% Cholin-N. 62,5% Cholin-N vom 
Gesamt-N. 

Die bei den Acetonfallungen anfallenden acetonléslichen Anteile wurden mit 
den petrolitherunléslichen und den athanolunléslichen vereinigt, die Lésungs- 
mittel abdestilliert und die Substanzen getrocknet (7,0846 g bzw. 7,8708 g). Die 
Analyse ergab: 

Phosphatidarme Fraktion aus unbefruchteten Eiern: 1,52 (1,528; 1,516)% P. 
0,89 (0,892; 0,891)% Gesamt-N. 0,56 (0,570; 0,559)% Cholin-N. 62,9°% Cholin-N 
vom Gesamt-N. 0,033 (0,0311; 0,0346)°% Plasmal. 

Phosphatidarme Fraktion aus bebriiteten Eiern: 1,31 (1,311; 1,315)% P. 
0,76 (0,747; 0,769)% Gesamt-N. 0,66 (0,679; 0,641)% Cholin-N. 86,8°% Cholin-N 
vom Gesamt-N. 0,055 (0,0532; 0,0576)% Plasmal. 


Chromatographie: Die Substanz wurde zu etwa 3% in 96-proz. Athanol 
gelést und iiber eine etwa 70 cm hohe Saule von Al,0, (standardisiert nach Brock - 
mann) mit 12mm Durchmesser geschickt. Das Eluat wurde in 100-ccm-Frak- 
tionen gesammelt, von jeder Fraktion eine kleine Menge entnommen, der P-Gehalt 
bestimmt und solange mit Athanol nachgewaschen, bis das Eluat praktisch P-frei 
war. Die P-haltigen Fraktionen wurden vereinigt, der Alkohol im Vak. abdestil- 
liert und die Substanz im Vak. getrocknet. Die Substanz war zunichst fast weil, 
wurde aber bald selbst im dunklenVak.-Exsiccator gelblich und bekam eine schmie- 
rige Konsistenz. Einmalige Chromatographie geniigte, um praktisch kephalinfreies 
Phosphatid zu erhalten; nur die mit Aceton gefillten Phosphatide aus bebriiteten 
Eiern muBten zweimal chromatographiert werden. Die Analyse ergab: 
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Cholinphosphatid aus unbefruchteten Eiern: 3,2200 g. 3,91 (3,941; 3,880)% P. 
1,79 (1,774; 1,805)% ,Gesamt-N. 75% Ausb. an Cholinphosphatid. 0,157 (0,1566; 
0,1567)% Plasmal. 

Phosphatidarme Fraktion aus unbefruchteten Eiern: 3,9254 g. 1,73 (1,757; 
1,707)% P. 0,87 (0,860; 0,880)% Gesamt-N. 0,87 (0,890; 0,848)°/ Cholin-N. 
100,0°%, Cholin-N vom Gesamt-N. 86% Ausb. 0,015 (0.0150; 0,0153)% Plasmal. 

Cholinphosphatid aus bebriiteten Eiern: 3,7312 g. 3,85 (3,870; 3,829)% P. 
1,77 (1,773; 1,763)% Gesamt-N. 1,74 (1,765; 1,719)% Cholin-N. 98,3°% Cholin-N 
vom Gesamt-N. 83% Ausb. 0,483 (0,4655; 0,5013)°, Plasmal. 

Phosphatidarme Fraktion aus bebriiteten Eiern: 5,8133 g. 1,30 (1,265; 1,310), 
P. 0,63 (0,640; 0,626)% Gesamt-N. 0,64 (0,643; 0,635) Cholin-N. 101,6% Cho- 
lin-N vom Gesamt-N. 72% Ausb. 0,023 (0,0239; 0,0220)°, Plasmal. 

SchlieBlich wurde versucht, das in der Al,O,-Saule adsorbierte Material mit 
Chloroform und durch Auskochen mit Chloroform-Methanol-Mischung herauszu- 
lésen. Dies gelang jedoch nur teilweise. Die geringen Mengen herausgelésten Mate- 
rials enthielten nur minimale Mengen Phosphor und gleiche Mengen Plasmal (0,18 
bis 0,40% P; 0,110 bzw. 0,113% Plasmal). 

Bestimmungen: Die P-Bestimmung wurde nach Teorell®, die N-Bestim- 
mung nach Kjeldahl (Mikromethode) und die Cholinbestimmung nach Beattie® 
durchgefiihrt. 

Zur Plasmalbestimmung wurde von der trockenen Substanz etwa 50 mg ein- 
gewogen und im Verhiiltnis 1:300 in Isopropylalkohol gelést. 4 cem dieser Lésung 
dienten zur Herstellung einer Verdiinnungsreihe. Die dann folgende eigentliche 
Plasmalbestimmung: wurde nach der Feulgenschen Doppelmikromethode’ unter 
Beriicksichtigung des ,,Fetteffektes‘‘* durchgefiihrt. Bei gelb gefiirbten Lisungen 
wurde ein besonderer ,,Gelbwert‘‘ bestimmt und vom k-Wert der Hauptbestimmung 
abgezogen. Statt mit dem analytischen Faktor 34,1 nach Feulgen, Boguth und 
Andresen? (bezogen auf Acetalphosphatid vom mittleren Mol.-Gew. 451) wurde 
mit dem Faktor 19,2 (bezogen auf Plasmal mit dem mittleren Mol.-Gew. 254) 
gearbeitet. 


Herrn Professor Dr. Feulgen danke ich bestens fiir die Uberlassung eines 
Arbeitsplatzes in seinem Institut. 


Zusammenfassung 


Durch chromatographische Adsorptionsanalyse von Eiphosphatiden 
wurde untersucht, in welcher Phosphatidfraktion die bereits bekannte 
Vermehrung des Plasmalogens bei der Embryonalentwicklung des 
Hiihnchens stattfindet. Das Ergebnis war: 

1. Im unbefruchteten Hiihnerei liegt der gréBte Teil des Plasma- 
logens als cholinhaltige Verbindung vor. 

2. Nach 11-tagiger Bebriitung von befruchteten Hiihnereiern fand 
sich ausschlieBlich in der Cholinphosphatidfraktion eine Vermehrung 
des Plasmalogengehaltes auf etwa das Dreifache, wihrend die cholin- 
phosphatidarme Fraktion praktisch keine Anderung zeigte. Die Ver- 
mutung, da8 Plasmalogen aus Esterphosphatid entsteht, wird hier- 
durch gestiitzt. 


5 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

6 F. J. R. Beattie, Biochem. J. 80, 1554 [1936]. 

7 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
8 H.Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 
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Summary 


Chromatographic analysis of egg-phosphatides has been used to 
discover in which phosphatide fraction the known increase of plasma- 
logen content takes place in the development of embryonic chicks. The 
result was: 

1. In unfertilized eggs the greater part of the plasmalogen is pre- 
sent as a compound containing choline. 

2. After eleven days’ incubation of fertilized hen’s eggs an approxi- 
mately three-fold increase in plasmalogen content had taken place in 
the choline phosphatide fraction, whereas the fraction poor in choline 
phosphatide showed practically no change. This supports the assumption 
that plasmalogen is formed from ester phosphatide. 
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Uber die Léschung der Fluorescenz 
durch einige Haminproteide 


Von 
G. Werth und J. Eisenbrand 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat des Saarlandes, Homburg-Saar, und 
dem chemischen Untersuchungsamt fiir das Saarland, Saarbriicken 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1954) 


Bisher ist es nur mit Hilfe von Absorptionsmessungen im Verein 
mit der Mikrospektralanalyse méglich, Haminproteide intracellular nach- 
zuweisen. Im folgenden soll tiber die theoretischen- Grundlagen einer 
einfachen Methode des Nachweises einiger der Vertreter dieser Gruppe, 
insbesondere des Hamoglobins, berichtet werden. 

Wegweisend fiir unsere Untersuchungen waren Beobachtungen an 
menschlichem Blut und Knochenmark. Firbt man einen mit tblicher 
Technik angefertigten Blut- oder Knochenmarksausstrich mit Hilfe von 
nicht lipoidgingigen Fluorochromen (als besonders geeignet haben sich 
Berberinsulfat bzw. Euchrysin, kombiniert mit Thioflavin erwiesen) 
und betrachtet man das Praiparat im langwelligen UV- oder kurzwelligen 
Blaulicht, so fallt auf, daB die Erythrocyten, im Gegensatz zu den Leu- 
kocyten, nicht fluorescieren. Sie erscheinen als schwarze Scheibchen auf 
dem helleren Untergrund, der von dem gefirbten Blutplasmafilm ge- 
bildet wird. Die verschiedenen Reifungsstufen der Erythrocyten zeigen 
ein gesetzmaBiges Verhalten. Die jiingsten identifizierbaren Formen ent- 
halten diffus im Kern, dann granula-artig am Kernrand, nicht fluores- 
cierende Areale. Bei weiterer Reifung erscheint perinukleaér ein nicht 
fluorescierender Hof und endlich schwiarzt sich das ganze Protoplasma ; 
nach Eliminierung des Kerns ist die gesamte Zelle schwarz. 

Bei der Konstanz dieses Verhaltens der roten Zellreihe lag es nahe, 
die Ursache der Nicht-Farbbarkeit der Erythrocyten im Hamoglobin 
zu suchen. Auf Grund fluorescenzmikroskopischer Beobachtungen wurde 
in einer friiheren Arbeit die Vermutung ausgesprochen}, daB das Hamo- 
globin als Fluorescenzléscher wirksam sei. Um diese Beobachtung fir 
weitere Fragen ausniitzen zu kénnen, waren aber quantitative Messun- 
gen erforderlich, die erstens den Mechanismus, der dem Verhalten des 
Himoglobins gegeniiber Fluorochromen zu Grunde liegt, eindeutig 
klaren muBten, und die zweitens festlegen muften, ob es sich um eine 
spezifische Eigenschaft des Himoglobins handelt, so daB die Fluorescenz- 
léschung zu seinem Nachweis verwendet werden kann. Neben dem Ha- 
moglobin, das ja ein Polyham ist, wurde deshalb die Katalase als zweites 


'G. Werth, Acta haematolog. 10, 209 [1953]. 
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Polyham sowie das Cytochrom c als Vertreter der Monohim-Gruppe 
in die Untersuchungen einbezogen. 


Praparate 

Hamoglobin wurde aus frischem Blut durch Hamolysieren von mehrfach 
in physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen roten Blutkérperchen gewonnen. 
Die Stammlésung war 1,73-prozentig. 

Cytochrom c stellte uns die Firma Mack, Illertissen, zur Verfiigung. Es 
handelte sich um eine weitgehend gereinigte Praparation. 

Katalase haben wir zum Teil nach dem Verfahren von Dounce selbst 
hergestellt, zum Teil wurde reine Leberkatalase der Firma Worthington, USA, 
zu den Untersuchungen benutzt. 

Fluorochrom: Im Gegensatz zu den mikroskopischen Untersuchungen, die 
am lufttrockenen, fixierten Praparat erfolgen, war es notwendig, die quantitativen 
Messungen in Lésung durchzufiihren, da nur so klare Bedingungen geschaffen 
werden kénnen. Insbesondere war das Arbeiten in Lésung erforderlich, um die 
Absorptions- und die Léscheffekte voneinander abtrennen zu kénnen. Die fiir die 
Farbungen benutzten Fluorochrome, Berberinsulfat, Euchrysin und Thioflavin, 
besitzen aber in Lésung nur eine maBige Fluorescenz; sie waren daher ungeeignet. 
Giinstigere Bedingungen bot hingegen das Fluorescein-natrium; es besitzt nicht 
nur in Lésung eine starke Leuchtkraft, sondern bietet auch den Vorteil, daB es 
bei relativ langwelligem Licht zu arbeiten gestattet. Sein Absorptionsmaximum 
liegt bei 480 my, sein Fluorescenzmaximum bei 527 my”. Die in Frage kommenden 
Wellenbereiche erlauben demnach die Lichtabsorptionswerte fiir Hamoglobin relativ 
klein zu halten, so daB Absorption und Loscheffekt leichter getrennt werden kénnen. 

Auf Grund folgender Uberlegungen diirfen aber die mit dem Fluorescein ge- 
wonnenen Ergebnisse auch auf die iibrigen Fluorochrome iibertragen werden: 
Anorganische Léscher, wie Cl’, Br’ oder J’, zeigen die Léschwirkung nur gegen- 
iiber bestimmten Stoffen, sie wirken selektiv. Die Chininfluorescenz z.B. wird 
bereits bei Zusatz geringer Mengen von Cl’ geléscht, Fluorescein hingegen wird 
von Cl’-Ionen iiberhaupt nicht beeinfluBt. Betrachtet man demgegeniiber die 
Léschwirkung von organischen Verbindungen auf ebenfalls organische Stoffe, so 
fallt auf, daB, wie Eisenbrand® zeigen konnte, hier, im Gegensatz zu der selek- 
tiven Wirkung der anorganischen Ionen, mehr kollektive Wirkungen vorliegen. 
Die Fluorescenz des Fluoresceins wird z.B. durch Brenzcatechin, Resorcin oder 
Hydrochinon glatt geléscht. Auch die GréBenordnung des Léscheffektes ist ahn- 
lich. Wird also die Fluorescenz des Fluoresceins durch Hamoglobin, Cytochrom c 
oder Katalase geléscht, so darf man in Analogie schlieBen, daB die gleiche Wirkung 
auch gegeniiber anderen Fluorochromen besteht. Mikroskopische Kontrollfarbungen 
von Blutausstrichen haben auch bestiatigt, daB die Erythrocyten sich diesem Fluoro- 
chrom gegeniiber'im gleichen Sinne verhalten wie gegeniiber Berberinsulfat, 
Euchrysin und Thioflavin. 


Versuchsanordnung 


Die Versuchsanordnung selbst ist der Abb. 1 zu entnehmen. 

Als Lichtquelle diente die Monla-Mikroskopierlampe der Firma Leitz, Wetz- 
lar. Das Lichtbiindel wird auf dem Spalt (Sp 1) eines lichtstarken Monochromators 
(Leitz) abgebildet (M). Die Spaltweite wurde hierzu mit 50 Trommelteilen, das ist 
1 mm, eingestellt. Hinter dem Okularspalt (Sp 2) des Monochromators befindet 
sich ein kleines Gehause (H), in dem sich ein Kiivettenhalter (T) befindet; dieser 
ist zur Aufnahme der Kiivette (K) bestimmt, die die zu untersuchenden Lésungen 
enthalt. 


2 Th. Forster, Fluoreszenz organischer Verbindungen, Vandenhoeck & Rup- 
recht, Gottingen 1951. 
3 J. Eisenbrand, Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 55, 374 [1951]. 





158 G. Werth und J. Eisenbrand, Bd. 299 (1955) 


Die Messung der Fluorescenz erfolgte mit Hilfe einer Photozelle, die dem 
Luxmeter von Gossen entnommen und an ein Galvanometer der Firma Arnoux, 
Paris, angeschlossen worden war. Das Galvanometer wurde im Schema nicht ein- 
gezeichnet. Die Fluorescenzintensitat wird also senkrecht zur Richtung des ein- 
gestrahlten Lichtes durch Galvanometerausschlag gemessen. 

Die Beschaffung von MeBkiivetten mit der notwendigen geringen Schicht- 
dicke war besonders schwierig. Sie wurden aus planparallelen Glasplatten von 



































Abbildung 1 


1,4 mm Dicke durch Dazwischenkleben von hufeisenformig geschnittenen Cello- 
phanschablonen hergestellt. Als Klebemittel diente Aceton. Es gelang so, MeB- 
kiivetten von 0,26 mm Schichtdicke zu erzielen. Die Fiillung erfolgte mit Kapillar- 
pipetten. 


Durehfiihrung der Versuche 


Die Durchfiihrung einer MeBserie gestaltete sich folgendermafen: 

Zunachst wurde die Lichtabsorption, das ist der Galvanometerausschlag, 
bei Einsetzen einer 0,1-promill. Fluoresceinlésung in 0,9-proz. NaCl-Lésung be- 
stimmt. Getrennt davon wurde die Absorption bei Einsetzen der reinen 0,9-proz. 
NaCl-Lésung gemessen und der Wert hierfiir als Blindwert in Abzug gebracht 
(Differenz A). Nunmehr wurde der Fluoresceinlésung die auf ihren Léscheffekt zu 
untersuchende Lésung vorgeschaltet, und die Fluoresceinlésung als Leuchtschirm 
benutzt. Da die Léscherlésungen ebenfalls in physiologischer NaCl-Lésung ge- 
messen wurden, wurde auch hier der Blindwert der reinen NaCl-Lésung in Abzug 
gebracht. Die so korrigierten Werte wurden als Differenz B bezeichnet. Nach dem 
Beerschen Gesetz ist die bei Vorschaltung ermittelte Lichtabsorption dann gleich 
log A/B = E. Werden aber Fluorochrom und Léscherlésung gemischt, so reduziert 
sich der ermittelte Wert fiir Z auf die Halfte. Dies zeigt eine einfache Betrachtung 
(s. Abb. 2). 
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Wird einer fluorescierenden Schicht eine absorbierende Schicht von gleicher 
Tiefe vorgeschaltet, so kommt die absorbierende Schicht. (schraffiert) mit ihrer 
ganzen Dicke (a) zur Wirkung. Mischt man jedoch die absorbierende Lésung in 
I mit der fluorescierenden Lésung in Ia, so erhalt man II. Hier ist die volle 
Schichttiefe (a) nur an der der Lichtquelle abgewandten Kiivettenseite erreicht. 
Genau in Kiivettenmitte (b) ist die halbe absorbierende Schichttiefe vorgeschaltet, 
waihrend an der Stirnseite (c) die absorbierende Schicht gleich 0 ist. Befinden sich 
nun lichtabsorbierende Lésung und fluorescierendes Medium im gleichen Trog, so 
reduziert sich die Lichtabsorption auf die Halfte des Wertes, den sie bei vorgeschal- 
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Abb. 2. Verfahren zur Trennung von i 
Lichtabsorption und Léschung. | 
Jedes Rechteck stellt einen mit Fliis- Reso . 
Primérlicht 


sigkeit gefiillten Trog dar. 


(Naheres siehe Text.) 











| Primarlicht 





tetem Trog ergibt. Dies liBt sich, ebenso wie durch das in Abb. 2 dargestellte 
einfache graphische Verfahren, auch durch ein rechnerisches Naherungsverfahren 
nachweisen, indem man sich die gesamte Schichtdicke in immer kleinere Schichten 
gedanklich zerlegt, tiber die man dann die gesamte Lichtabsorption summiert. 

Fir ganz exakte Rechnungen miiBten Reflexions- und Absorptionsverluste 
des Primarlichtes getrennt ermittelt bzw. berechnet werden. Die Reflexions- 
verluste fiir das erregende Licht sind klein, sie kénnen daher in unserem Falle 
vernachlassigt werden. Ferner ist erwahnenswert, da sich zu den Lichtabsorp- 
tionswerten noch Streuungsverluste durch Eiwei8molekiile hinzu addieren. Durch 
das angewendete Vorschaltverfahren werden diese Verluste aber mitberiicksichtigt 
und brauchen deshalb nicht gesondert behandelt zu werden. 

Aus den gewonnenen Werten laB8t sich dann die eigentliche und nicht durch 
Lichtabsorption entstellte Fluorescenzintensitaét Fy)’ berechnen. 

In der dritten MeBserie eines Untersuchungsganges wurden dann Fluorescein 
in gleicher Konzentration und Léscherlésung, ebenfalls in gleicher Konzentration 
wie bei A und B, gemischt, und die verbleibende Restfluorescenz gemessen. Die 
Werte wurden als Fy,’ bezeichnet. Fi’ durch Fy’ ist der Léschungskoeffizient und 
wurde im folgenden als « bezeichnet. 

Tab. 1 gibt als Beispiel fiir eine derartige MeBserie das genaue Versuchs- 
protokoll fiir die Messungen an einer 0,32-proz. Hamoglobinlésung wieder. 

Abb. 3 zeigt die graphische Darstellung der entsprechenden Werte. 

Auf der Abszisse wurden die Wellenlangen 2 in my eingetragen, auf der 
Ordinate die Fluorescenzintensitéten F in Abhangigkeit von der Wellenlange. 
Kurve 1 entspricht der Fluorescenzintensitét einer 0,1-promill. Fluorescein-Na- 
Lésung in physiologischer Kochsalzlésung; Kurve 2 stellt die verbleibende Rest- 
fluorescenz nach Vorschaltung einer 0,32-proz. Hiamoglobinlésung in physiologischer 
Kochsalzlésung dar; Kurve3 die Restfluorescenz nach Mischung von Lésung 1 und 2. 
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Tab. 1. Messungen einer 0,32-proz. Hamoglobinlésung. 
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Wellenlaingen in mu 460 470 480 490 500 
Galvanometerausschlag bei Einsetzen 
von Fluorescein 0,1-promill.. . . 9 20 36 52 45 
Galvanometerausschlag bei Einsetzen 
von 0,9-proz. NaCl-Lésg. ..... 0 0 0 0,5 2 
OT RR alist lie ee aera a err 9 20 36 51 43 








Galvanometerausschlag bei Vorschalten 
einer 0,32-proz. Hamoglobinlésg. in 




























0,9-proz. NaCl-Lésg. ....... 6 14 27 40 38 
Dasselbe bei Einsetzen von 0,9-proz. 

DUERMO cess Soe 0 0 0 0,5 2 
JO Ee res een iar fener 6 14 27 39 36 
Mig ea eas ys. eae eS 1,50 1,43 1,33 1,28 1,20 
Mr a 0,18 | 0,16] 0,12] 0,11 0,08 
Hi2 (= Yolog FF.) .. 1... 2... 0,09 | 9,08; 0,06} 0,055) 0,04 
Fy/Fo’ (Fo = Differenz A)... ... 1,23 1,20 1,15 1,13 1,09 
Caer e set ae eee 7,3 17 31 45 40 


Ft’ = Galvanometerausschlag nach 
Einsetzen der Mischung von Fluores- 





cein- u. Hamoglobinlésg., Lésg.lu.3] 3 8 15 22 20 
= RE ono eee ace 0,41 | 0,47] 0,49] 0,49] 0,50 
0 


Mittelwert 0,47 




















Abb. 3. Fluorescenzintensititen F in Abhangigkeit 
von der Wellenlange des erregenden Lichtes. 


Kurve 1: Fluorescein 1 : 10000 in 0,9-proz. NaCl-Lésung. 

Kurve 2: Gleiche Fluoresceinlésung nach Abzug der 

Lichtabsorption einer 0,39-proz. Hamoglobinlésung in 
0,9-proz. NaCl-Lésung. 

Kurve 3: Fluorescenzrestintensitét nach Zusatz von 

0,39-proz. Himoglobinlésung in NaCl-Lésung zu einer 

Fluoresceinlésung 1:10000 in NaCl-Lésung (gleiche 
Lésungen wie 1 und 2). 


























460 , 500 
Man erkennt aus den Kurven sehr deutlich, daB der Verlust der 
Leuchtkraft infolge Lichtabsorption bei Vorschaltung des Léschers klein 


ist gegeniiber dem Verlust an Fluorescenzintensitaét infolge von Lé- 
schung. Bei der Wellenlinge von 490 my z. B. geht die Fluorescenz- 
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intensitét durch Lichtabsorption von 51 auf 45 zuriick, durch Léschung 
aber von 45 auf 22. Verdiinnt man den Léscher noch stirker, so werden 
die Verhaltnisse noch deutlicher, da die Lichtabsorption geringer wird. 
Aber selbst in einer 1,56-proz. Hamoglobinlésung, die bereits starke 
Absorptionswerte aufweist, geht die Fluorescenzintensitaét durch Ab- 
sorption nur von 51 auf 37 zuriick, durch Léschung aber von 37 auf 6 
(das Versuchsprotokoll ist hier nicht wiedergegeben). 

Handelt es sich bei dem vorliegenden Léschvorgang um einen ein- 
heitlichen ProzeB, so muB die hervorgerufene Fluorescenzschwichung 
in allen Wellenbereichen, bei denen die MeBausschlige gro8B genug sind, 
praktisch identisch sein. Der Léschkoeffizient « ist in den gemessenen 
Wellenbereichen innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Der Mittelwert 
betragt 0,47. Diese Zahl gibt demnach den Bruchteil noch verbleibender 
Fluorescenz in dem Wellenbereich der untersuchten Fluorescenzbande 
von 460 bis 500 mu an, wenn die Konzentration des Léschers nicht ge- 
aindert wird. 

Variiert man die Konzentration des Léschers, so gehorcht die Fluo- 
rescenzléschung in Abhangigkeit von der Konzentration folgender 
Forme]: 1 

ia Ss Th (1) 


wobei 6 eine fiir jeden Léscher charakteristische Konstante ist, c be- 
deutet die molare Konzentration, F, die Fluorescenzintensitaét ohne 
Léscherzusatz und F die Restfluorescenz nach Léscherzusatz. Eisen- 
brand’ konnte zeigen, daB diese Formel so umgeformt werden kann, 
daB aus ihr die Dissoziationsgleichung einer Verbindung zwischen akti- 
viertem fluorescierendem Molekiil und Léoscher ableitbar ist. Die 
Gleichung lautet dann: 


=K, (2) 


worin c die molare Konzentration und « den Dissoziationsgrad des 
Léschers bedeuten. Der Dissoziationsgrad ist aber in diesem Falle nach 
Eisenbrand?® mit dem Léschkoeffizienten Fy,’/F')’ = « identisch. 
Diese Forme] ist jedoch nur anwendbar, wenn die molare Konzen- 
tration des Léschers gegeniiber der molaren Konzentration des fluo- 
rescierenden Stoffes groB ist. Liegen die molaren Verhiltnisse aber um- 
gekehrt, das heiBt, iibertrifft die Konzentration des fluorescierenden 
Stoffes die des Léschers, so werden bestimmte Anteile des fluores- 
cierenden Stoffes, die iiberschiissig sind, durch den Léscher gar nicht 
erfaBt. Dieser Fall liegt bei den Messungen an einer 1,56-proz. Himo- 
globinlésung vor. Rechnet man in molaren Konzentrationen, fir 
welche die Formel (2) urspriinglich abgeleitet ist, so ist bei Benutzung 
der 1,56-proz. Haimoglobinlésung der fluorescierende Stoff in molarem 
Uberschu8 vorhanden. Die molare Konzentration des Fluoresceins 
(0,1 g/1000) betrigt also etwa 3.10-4/1, wihrend die des Himoglobins 
2,3.10-4/1 ist. Somit wire eigentlich der Geltungsbereich der Formel (2) 
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iiberschritten. In unseren Versuchen findet aber tatsachlich Loschung 
statt. Dies 14Bt sich nur so erkliren, dafs das Hiimoglobin mehr polare 
Gruppen, die zur Léschung dienen kénnen, besitzt, als das Fluorescein 
an aktiven Gruppen hat. Infolgedessen treffen auf ein Hamoglobin- 
molekiil mehrere Fluoresceinmolekiile. Bei derartigen Verhaltnissen 
wird die Formel (2) anwendbar, wenn man die Konzentrationsabhiangig- 
keit von der Grammenge des zugesetzten Léschers und nicht von seiner 


‘ ° - I gp 
molaren Konzentration untersucht. Die Formel K = 7 ist dann um- 


zuwandeln in 
oe ae. (3) 
1—« 

Hierin bedeutet M das Molekulargewicht und folglich M-c =g, also die 
Grammenge des Léschers. M-K kann als eine neue Konstante aus- 
gedriickt werden, die dann mit k bezeichnet w ird. Die Formel (3) geht 
dann iiber in die neue Formel 

ag i ; (4) 

l—« 

Die von uns verwendete Hamoglobin-Stammlésung war 1,73- 
prozentig. Sie wurde mit 0,l-promill. Fluorescein im Verhaltnis 9 +- | 
verdiinnt. Sie war demnach als Ausgangslésung 1,56-prozentig. Tab. 2 
zeigt die Léschverhiltnisse einer Verdiinnungsreihe dieser Hamoglobin- 
Stammlésung, wobei fiir jede Verdiinnung die Messungen nach dem in 
Tab. 1 angegebenen Schema durchgefiihrt wurden. Die in der Tab. 
angegebenen Werte fiir & wurden nach der im Vorausgehenden ent- 
wickelten Formel (3) berechnet und als Liéschkonstanten bezeichnet. 


Tab. 2. Verdiinnungsreihe von Haimoglobin, Stammlésung 1,56-prozentig. 




















Nr. Verdiinnung £% “= Fi k fi 

Fe l—« 
a 1+0 1,56 0,16 0,30 
b 1+1 0,78 0,27 0,29 
c 1+4 0,32 0,47 0,28 
d 1+8 0,173 0,63 | 0,30 
e 1+ 16 0,092 0,78 0,33. 
Mittel: 0,30 


Fiir eine beliebige Konzentration des Léschers liBt sich als all- 

gemeine Formel ableiten: 
k 
x cae’ 

Setzt man in diese Formel die Konzentration des Himoglobins im 

roten Blutkérperchen ein, die ja etwa 34% betriigt, so ergibt sich: 
0,3 , x 

= 9345 = ~ 0,01 (0,C09). Das aber bedeutet, daB8 die Fluorescenz 
fiir die okulare Beobachtung vollstindig geléscht sein muB. 
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Die Messungen an Cytochrom ¢ wurden in entsprechender Weise 
durchgefiihrt. Tab. 3 gibt das Versuchsprotokoll einer der Mefserien 
mit Cytochrom c wieder. Tab. 4 zeigt die mittels einer Verdiinnungs- 
reihe, analog wie beim Hamoglobin, ermittelten Werte fir &. 


Tab. 3. Messungen an einer Lésung von Cytochrom c¢, 
Stammlésung 9-proz., Verdiinnung 4,5-mg-prozentig. 




















Wellenlingen in my | 460 470 480 | 490 500 510 
Differenz A ......{| 13 28 48 69 68 26 
Ditterene i653) oss 4 10,5 21 31,5 28,5 12 
AB. . suid Fo 2,7 2,3 2,2 24 | 22 
log A/B=E. io OBI 0,43 | 0,36 | 0,33 | 0,38 | 0,34 
E/2 (= Vylog Fy/Fo’) 0,255| 0,215| 0,18 | 0,165] 0,19 | 0,17 
F,/Fo (Fo = Differenz A) 1,8 1,64 1,52 1,46 1,55 1,48 
BEE OO ts ee ee Pa Tee TS 44 17,6 
oes eal qe 4,5 8 10,5 6,5 1 
a ~~... se... | 0,28 | 0,26 | 0,25 | 0,22 | 0,15 | (0,57) 
0 

Mittelwert | 0,23 

















Tab. 4. Verdiinnungsreihe von Cytochrom c, Stammlésung 9-prozentig. 








Nr. Verdiinnung mg% o= Fi ies ee 
i 1 

a 1+0 9,0 unmeBbar klein — 
b 1+1 4,5 0,049 0,23 
c 1+4 1,8 0,095 0,20 
d 1+8 1,0 0,23 0,30 
e 1+ 16 0,53 0,35 0,30 
Mittel: 0,26 














Man ersieht aus den Tabellen, daB die Léschkraft des Monohims 
Cytochrom ¢ praktisch gleich der des Polyhiims Hamoglobin ist. Die 
kleinen Unterschiede liegen durchaus innerhalb des Bereiches der MeB- 
fehler unserer Apparatur. Ob die Wertdifferenzen reell sind, lieBe sich 
nur mit Hilfe einer verfeinerten Apparatur mit Kompensationsschaltung, 
wie sie von v. Halban und Siedentopf angegeben wurde‘, ent- 
scheiden. Fir die hier zur Diskussion stehenden Fragen kann man aber 
das Léschvermégen von Himoglobin und Cytochrom c gleichsetzen. 

Als drittes Himinproteid wurde die Katalase untersucht. Schon 
in einer 0,1-proz. Lésung kam es, bei Verdiinnung von 9 Tin. Katalase 
mit 1 Tl. 0,1-promill. Fluoresceinlésung, zum vollstindigen Schwinden 
der Fluorescenz. Offenbar handelt es sich bei der Katalase jedoch nicht 
um eine Léschung in Lésung. Demnach liegt ein anderer Mechanismus 


4H. v. Halban u. K. Siedentopf, Z. physik. Chem. 100, 208 [1922]. 
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der Fluorescenzléschung vor, als er sich fiir Hamoglobin und Cytochrom + 
nachweisen laB8t. Eine genaue Klaérung der Frage soll durch weitere 
Messungen, mit denen wir zur Zeit noch beschaftigt sind, erfolgen. 

Um weitere Einblicke in den Mechanismus zu bekommen, der dem 
Léschvermoégen der Eisenporphyrinproteide zugrunde liegt, war es nun 
von Interesse, auch das Liéschvermégen von anderen komplexen 
Eisenverbindungen zu priifen. Geeignet fiir unsere Zwecke erschienen 
die Blutlaugensalze, also das Kaliumhexacyanoferrat(II) und -(III). In 
diesen Verbindungen wird heute eine ahnliche oktaedrische Anordnung 
der funktionellen Gruppen um das Zentralatom Eisen angenommen, 
wie sie in den Haminproteiden vorliegt. Die Messungen mit diesen 
Salzen wurden genau analog durchgefiihrt. Die Verdiinnungsreihen 
gingen von einer 1-proz. Stammlésung aus. Die ermittelten Werte fiir & 
liegen aber um eine Zehnerpotenz hdher als beim Hiamoglobin und 
Cytochrom c. Die Léschkraft dieser Verbindungen ist demnach nur 
1/,, 80 groB. Das komplex gebundene Eisen kann demnach keinen wesent- 
lichen Beitrag zu der an den Haminproteiden beobachteten Fluorescenz- 
léschung liefern. 

Erwahnenswert ist noch, daB bei den Messungen an den Blut- 
laugensalzen das molare Verhaltnis von Loéscher und Fluorescenzstoff 
so ist, daB Léschung nur bei einem erheblichen molaren UberschuB des 
Léschers auftritt. Dies entspricht den normalen Verhiltnissen bei 
niedrigmolekularen Léschern. Auf die Blutlaugensalze ist demnach die 
Forme! (2) anwendbar, im Gegensatz zu den Haiminproteiden. Das Ver- 
halten der beiden Stoffgruppen ist also grundsiitzlich verschieden. 

Neben dem Eisen sind auch aromatische Aminosauren als 
Fluorescenzléscher bekannt. Im Eiweibanteil des Haimoglobins kom- 
men nach Angaben von Tristram® 12,34°% aromatische Aminosaéuren 
vor, von denen 3,03% auf das Tyrosin, 7,7% auf Phenylalanin und 
1,7% auf Tryptophan entfallen. So war es fiir das Verstindnis des 
Léschvermoégens wichtig, auch deren Liéschkraft zu kontrollieren. Als 
Modell wurde Tyrosin gewahlt, da dessen Lischvermégen besonders 
groB ist. Die Messungen wurden so durchgefiihrt wie bei Haimoglobin, 
Cytochrom c und den Blutlaugensalzen. Die Stammlésung wurde wieder 
l-proz. gewahlt. Die Konstante & ist fiir Tyrosin 0,5. Demnach ist sie 
fast doppelt so groB wie bei den Haminproteiden. Die Loschkraft betragt 
fol. lich die Halfte. Berechnet man nun die Léschkraft der Aromaten 
im EiweiBanteil des Hamoglobins nach den von Tristram angegebenen 
Werten auf Tyrosin, so ergibt sich fiir eine 1-proz. Haimoglobinlésung 
ein Léschgrad « von 0,8, wahrend der tatsichlich ermittelte Wert fiir 
« = 0,23 ist. Die Loschkraft des Hamoglobins liegt also erheblich hoéher. 

Neben den Aromaten wire noch an eine Léschwirkung durch 
Cystin bzw. Cystein zu denken, da Verbindungen, die Schwefel ent- 
halten, ebenfalls eine gewisse Fluorescenzschwichung verursachen 





5 G. R. Tristram, Advances Protein Chem. 5, 83 [1949]. 
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konnen ®, Im Hamoglobin liegen aber nur so kleine Anteile dieser Amino- 
siuren vor (nach Tristram 0,45% Cystin und 0,56% Cystein), daB sie 
fiir die Gesamtlésung keine Rolle spielen kénnen. 


Diskussion 


Die quantitativen Messungen ergeben demnach, da das Himo- 
globin und das Cytochrom c echte Fluorescenzléscher sind. Die Licht- 
absorption durch die genannten Verbindungen ist von einer GréBen- 
ordnung, die nur eine geringe Fluorescenzschwaichung zu verursachen 
vermag. Grundsitzlich besteht zwischen dem Léschvermégen des 
Polyhims Hamoglobin und dem des Monohims Cytochrome kein 
Unterschied. Das Polyhim Katalase jedoch verhalt sich verschieden. 
Es vermag bereits in geringerer Konzentration die Fluorescenz voll- 
staéndig zum Sehwinden zu bringen. Moglicherweise ist die Ursache 
hierfir in dem groBen Molekulargewicht der Katalase zu suchen. Inter- 
essant ist die Beobachtung, daB, im Gegensatz zu den Verhiltnissen bei 
niedrigmolekularen Léschern, die Haminproteide die Fluorescenz von 
Fluorescein bereits léschen, wenn sie in geringerer molekularer Kon- 
zentration vorliegen als dieses. Sie besitzen also mehrere funktionelle 
Gruppen, die Fluorescein zu binden und damit die Fluorescenz zu 
léschen vermégen. Der Mechanismus der Léschung ist weder im Eisenion 
noch im EiwciBanteil als solechem zu suchen, da Modellverbindungen 
wie die Blutlaugensalze und das Tyrosin keine entsprechende Léschkraft 
aufweisen. Die Ursache der Fluorescenzléschung ist mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit in der Him-Gruppierung verankert ; dies ist ohne weiteres 
verstandlich, da in dieser Gruppe stark konjugierte Systeme vorliegen. 
Das Hamin z. B. hat 12 Doppelbindungen. Die starke Loschwirkung 
solcher Systeme ist bekannt. Durch Messungen an wasserléslichen iso- 
lierten Metallporphyrinen ware eine weitere Klirung des Léschmecha- 
nismus der Eisenporphyrinproteide zu erwarten. Derartige Messungen 
sind geplant. Auch das Léschvermégen der EiweiSkomponente soll 
weiter bearbeitet werden. 

Ubertragt man die gewonnenen Ergebnisse auf die Verhiltnisse 
in roten Blutkérperchen, so wird deutlich, daB die Lichtabsorption 
durch Hamoglobin von einer GréBenordnung ist, die eine Fluorescenz- 
schwachung nicht zu erkliéren vermag. Nur die Eigenschaft des Haimo- 
globins als Fluorescenzléscher macht es verstandlich, daB Erythrocyten 
sich bei mikroskopischen Untersuchungen als nicht fluorochromierbar 
erweisen. Mit Hilfe der angegebenen Formeln 1aBt sich leicht errechnen, 
daB bei einer Hamoglobinkonzentration von 34%, wie sie in Erythrocyten 
vorliegt, vollstaindige Léschung erfolgen muB8. Dies gilt fiir die Verhalt- 
nisse des lebenden Erythrocyten. Die mikroskopischen Untersuchungen 
erfolgen allerdings in der Regel an lufttrockenen fixierten Blutaus- 


6 P. Danckwortt u. J. Eisenbrand, Lumineszenzanalyse im filtrierten 
ultravioletten Licht. Leipzig 1949. 
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strichen. In diesen liegt nach Untersuchungen von Thorell’ der rote 
Blutfarbstoff nach Ablauf von 72 Stdn. als Met- oder Oxy-Hamoglobin 
vor. Seine Konzentration steigt infolge des Wasserverlustes auf 40 bis 
60% an. Die Verhiltnisse liegen demnach, beziiglich des Léscheffektes, 
noch giinstiger als bei unseren Messungen in Lésung, ein Faktum, das 
sich auch mit Hilfe von Auftropfungsversuchen an chromatographischem 
Papier nachweisen laBt. Auf diese Versuche kann hier nicht naher ein- f 
gegangen werden. Nach unseren Berechnungen diirfte bei einer Schicht- 
dicke von 2, wie sie etwa einem normalen Erythrocyten entspricht, 
noch eine Konzentration von 0,05°% Hiamoglobin nachweisbar sein. 4 
Demnach darf man annehmen, da fluorescenzgeléschte Areale im 
Erythroblasten- und Normoblastenkern, perinuklear in alteren Normo- 
blasten und dann zunehmend im gesamten Protoplasma, ebenfalls auf 
das Vorhandensein von Hamoglobin schlieBen lassen. Cytochrom c le 
kommt in konkurrierenden Mengen in der roten Zellreihe nicht vor. ; 
Auch die Aminosiuren scheiden bei ihrem geringen Léschvermégen 
zur Erklarung des Phainomens aus. . 
Fir die klinische Diagnose von Blutkrankheiten kann ein derartiger 4 













































einfacher Hamoglobinnachweis von Bedeutung sein. Die Zuordnung ; 
zur roten oder weiBen Zellreihe ist, insbesondere in pathologischen P 
Fallen, bereits auf einer sehr friihen Stufe mdglich. fl 
Zusammenfassung fl 

1. Hiimoglobin und Cytochrom c schwiichen die Fluorescenzinten- p 
sitiét von Fluorescein in Lésung tiberwiegend durch Léschung und nur m 
zu einem ganz untergeordneten Teil durch Lichtabsorption. di 


2. Die Léschungen durch Hamoglobin und Cytochrom ¢ sind fiir 
gleiche Grammkonzentrationen der Léscher nicht wesentlich vonein- 
ander verschieden. 

3. Katalase (Worthington, USA) vernichtet die Fluorescenz in 
Lésung bereits in sehr geringer Konzentration, und zwar nicht durch 
Léschung in Lésung. Dies abweichende Verhalten wird auf das viel 
gréBere Katalasemolekil zuriickgefiihrt. 

4. Der Vergleich mit bekannten Léschern gestattet folgende 
Schliisse: Die Léschwirkung ist in erster Linie auf die Him-Komponente 
zuriickzufiihren und in untergeordnetem Mab auf aromatische Amino- 
siuren im EiweiBanteil, wie z.B. das Tyrosin. Eisen spielt bei der 
Léschung nicht unmittelbar eine Rolle. 

5. Die mit Fluorescein erhaltenen Ergebnisse lassen sich auch auf 
andere Fluorochrome iibertragen, wie z. B. das Euchrysin, Thioflavin 
und Berberinsulfat. 

6. Mit Hilfe der fluorescenzléschenden Eigenschaft des Hamo- 
globins 1éBt sich, unter Voraussetzung der Verhiltnisse in Erythrocyten 


7 Bo Thorell, Discuss. Faraday Soc. 9, 432 [1950]. 
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und deren Reifungsstufen im Knochenmark, ein mikroskopischer 
Hamoglobinnachweis fiihren, der fiir Krankheiten des Blutes diffe- 
rentialdiagnostische Bedeutung haben kann. 


Summary 


1, Haemoglobin and cytochrome c weaken the fluorescence of 
fluorescein in solution principally by quenching and only to an incon- 
siderable extent by light absorption. 

2. The quenching powers of haemoglobin and cytochrome c do not 
differ appreciably for equal concentrations by weight. 

3. Catalase (Worthington U.S.A.) destroys the fluorescence in 
solution even in very low concentrations, but not by quenching. This 
anomalous behaviour is attributed to the much greater size of the cata- 
lase molekule. 

4. By comparison with known quenching agents the following con- 
clusions may be drawn: the quenching is chiefly due to the haem com- 
ponent, and only to a slight extent to the aromatic amino-acids, such as 
tyrosine in the proteine component of the molecule; iron plays no direct 
part in the quenching. 

5. The results obtained with fluorescein can be extended to other 
fluorescent substances e. g. euchrysin, thioflavin and berberine sulphate. 

6. With the help of this property of haemoglobin, of quenching 
fluorescence, it is possible to detect it microscopically, assuming the pro- 
portions of erythrocytes and their immature forms to be as in bone- 
marrow; this method could have important applications to differential 
diagnosis of diseases of the blood. 
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Uber die Ehrlichsche Reaktion der Pyrrole und Indole 


IV. Mitteilung iiber Pyrrolfarbstoffe* 
Von 
Alfred Treibs und Erwin Herrmann 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1954) 


Die wichtigste allgemeine Farbreaktion der Pyrrole ist die von 
P. Ehrlich! am pathologischen Harn aufgefundene Rotfirbung mit 
p-Dimethylamino-benzaldehyd und Salzsiure, die von Neubauer und 
Pappenheim? auf Urobilinogen zuriickgefiihrt werden konnte, wobei 
gleichzeitig festgestellt wurde, daB auch Pyrrole die Reaktion geben. 

Die Reaktion wird von allen Alkylpyrrolen erfiillt, die noch freie 
Methingruppen aufweisen und von den meisten Pyrrolen mit negativen 
Substituenten und freier Methingruppe, wobei in vielen Fallen bei 
freier £-Stellung erst in der Hitze Farbung auftritt. Dariiber hinaus 
geben viele tetrasubstituierte Pyrrole mit labilen Gruppen, wie Car- 
boxyl-, Carbaéthoxy- und Acylgruppen, die Reaktion in der Hitze und 
ebenso einige mehrkernige Verbindungen wie Urobilin. Die zugrunde- 
liegenden Farbstoffe zeigen ein markantes Absorptionsband im Griin:; 
sie konnten nur in wenigen Fallen kristallisiert erhalten werden. 

H. Fischer und M. Hermann’ isolierten das ockergelbe «-Kondensations- 
produkt eines B-Oxy-pyrrols(I), dessen Hydrochlorid blaurote Farbe aufweist. Beim 
f-Kondensationsprodukt (II) des isomeren «-Oxy-pyrrols ist hingegen die Base 
dunkelrot, wihrend die Salze gelb sind‘. Diese Verbindungen wurden daher noch 
nicht als Reprasentanten der Ehrlich-Farbstoffe angesehen. 

Nur in zwei Fallen konnten H. Fischer und C. Nenitzescu die 
Ehrlich-Farbstoffe III und IV von Pyrrolen ohne Oxygruppe als Per- 
chlorate isolieren, womit die Struktur grundsitzlich klargestellt war. 
Konz, Saure fiihrt infolge zusitzlicher Salzbildung der Dimethylamino- 
gruppe zur Entfarbung, wahrend die Farbe beim Verdiinnen wieder- 
kehrt, ahnlich wie bei den basischen Triphenylmethanfarbstoffen. Von 
IV konnte auch die gelbe Farbbase als Dinatriumsalz isoliert werden, 
die sich schon mit Kohlendioxyd rot farbt. 


* T. Mitteil.: A. Treibs u. E. Herrmann, Liebigs Ann. Chem. 589, 207 
[1954°; II. Mitteil.: A. Treibs u. E. Herrmann, ebenda, im Druck; III. Mitteil.: 
A. Treibs u. K. Hintermeier, ebenda, im Druck. 

1 P. Ehrlich, Med. Woche 1901, 151. 

2 O. Neubauer u. H. Pappenheim, S.-Ber. d. Ges. f. Morphologie u. Phy- 
siologie, 1903. 

3-H. Fischer u. M. Hermann, diese Z. 122, 7 [1923]. 
4H. Fischer u. J. Miller, diese Z. 182, 89 [1924]. 
5 H. Fischer u. C. Nenitzescu, diese Z. 145, 303 [1925]. 
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C,H,0,C_—=—0H C,H,———,=CH—PhD 
ween /\y/\OH 
I I 
a 
bina o, Ui: R= 00,C,H, 
Nq/ CH PhD] ClO. rv: R = CH,-CH(CO,H), 
H 


PhD“ bedeutet in allen Formeln dieser Arbeit: —</__S—N(CH,)2, die 
Striche am Pyrrolkern bedeuten Methyl], die Punkte beliebige Substituenten. 


Mit einigen anderen Pyrrolderivaten waren bereits zuvor farblose Dipyrryl- 
methanderivate V, VI und VII erhalten worden, die durch Oxydation mit 
Eisen(III)-chlorid rote Farbstoffe Va und VIII liefern, die denen der Ehrlich- 
Reaktion sehr ahnlich sind®; weitere Beispiele siehe 1. c.’. 











R 4 \ R 
CHOC | - | \-CO.CHs ‘i / 14 
| | ‘ |! | ‘ | | 
A\y/\ FAD Ay a a a a 
H H H thD 4H 
V VI:R =COCH, (XIX:R =H) 
VII: R = CO,C,H; ( XX: R = CH,) 
| 
' ~*~ Va ae Fw 
[ CoHeO€ C T —CO,C,H; I | i} |i 
ie egg A oe 
# NX . aN oe /\ \N% I N \ 
= aie Cl H \ Cl 
H \ H 
i wg 
N(CH), i 
Va L N(CH;). | 
VIII 


Die Farbstoffe wurden chinoid formuliert. Die urspriingliche Vermutung, 
diese Farbstoffe waren die der Ehrlich-Reaktion, war dann durch die Isolierung 
von III und IV unter den Ausfiihrungsbedingungen der Farbreaktion widerlegt*. 

Eine analoge Formulierung der Ehrlich-Farbstoffe von Pyrrolen 
mit freier 6-Stellung ist dabei als selbstverstindlich _ —CH—PhD 
unterstellt. 

Das ist insofern berechtigt, als z. B. auch die «- *\\7 
und £-Pyrromethene recht ahnliche Farben aufweisen. 


6° H. Fischer u. F. Meyer- Betz, diese Z. 75, 233 [1911]; H. Fischer u. 
V. Luckmann, diese Z. 115, 77 [1921]. : 

7 H. Fischer u. F. Schubert, diese Z. 155, 84 [1926]. 

8 Vgl. auch das Kapitel iiber Ehrlich-Reaktion bei H. Fischer u. H. Orth, 
Die Chemie des Pyrrols, Bd. 1, 66—69 (1934). 
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Eine sehr bemerkenswerte Erweiterung der Ehrlich-Reaktion haben Strel!| 
und Kalojanoff® durch Einfiihrung von p-Dimethylamino-zimtaldehyd auf- 
gefunden. Dieser Aldehyd kondensiert leicht zu markanten blauen Farbstoffen. 

Alle Einzelheiten der Ehrlich-Reaktion sind noch nicht geklart. 
So scheiterten Bemithungen, die Reaktion zur allgemeinen quantita- 
tiven Bestimmung auszuweiten, da manche Pyrrole, vor allem Alkyl- 
pyrrole, viel stirkere Farbungen ergeben als etwa negativ substituierte 
Pyrrole, und auch die Farben vielfach nicht purpurrot mit intensivem 
Absorptionsband im Griin sind, sondern rot oder braunrot ohne charak- 
teristisches Absorptionsband. Auch Ubergiinge und Mischfarben- 
erscheinungen kénnen beobachtet werden. In manchen Fallen ist die 
Farbe auch blau. 

Alkohol verstarkt die Farbung oft ganz wesentlich, was nicht allgemein be- 
kannt ist und im zitierten Kapite] der Monographie von H. Fischer und H. Orth 
offenbar vergessen wurde zu erwahnen. 

In den vorhergehenden Arbeiten haben wir die tiberragende Be- 
deutung der Reaktionsgleichgewichte bei der Bildung von Pyrrolfarb- 
stoffen kennengelernt, wihrend bisher nur bekannt war, daB Dipyrryl- 
methene und Tripyrrylmethane ineinander iibergefiihrt werden k6n- 
nen?%1112, Jn Verbindung mit der unerwarteten Feststellung, dai 
entgegen zahlreichen Literaturangaben Tetraalkylpyrrole die Ehrlich- 
Reaktion erfillen™, war dies der AnlaB, diese Farbreaktion erneut 
systematisch zu bearbeiten. 

Nach unseren Erfahrungen tritt die Ehrlichsche Farbreaktion in 
allen Fallen mit Pyrrolen, die freie «-Stellungen aufweisen, mit tiber- 
schiissigem Dimethylaminobenzaldehyd ein, wobei meistens nicht 
erwarmt zu werden braucht. Einzige Ausnahme war nach Versuchen 
von Hrn. A. Ohorodnik das 4-Nitro-2-carbithoxy-pyrrol, das keinerlei 
Rotfarbung zeigte. Besondere Substituenten kénnen demnach die 
Reaktion unterdriicken. Bei in /-Stellung unsubstituierten Pyrrolen 
ist ein Ausbleiben der Reaktion 6fters angegeben worden. 

Fir die Untersuchung verwendeten wir die folgenden Pyrrole, 
deren Reaktionsfihigkeit etwa in der Reihenfolge: IX, X>XI, 
XII>XIII>XIV abnimmt. 


R Unsubstituiertes Pyrrol ist 


5 4 a I ‘ | | fiir die Versuche ungeeignet 
Nd | | | | wegen seiner Neigung zur Ver- 
NY “\N’™ (©,H;0,C” \N’ harzung. 

- os 7 o Zur Isolierung der Farb- 
IX: R=H XIII XIV stoffe bewahrten sich die 
a Sn Perchlorate nach H. Fi 
XI: R= CO,C,H, | H. Fi- 
XII: R= COCH, scher und Nenitzescu, 





® M. Strell u. A. Kalojanoff, Chem. Ber. 87, 1025 [1954]. 

10 H. Fischer u. H. Amann, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 2319 [1923]. 
1 A.H.Corwin u. I. 8. Andrews, J. Amer. chem. Soc. 58, 1081 [1932]. 
12 H. Fischer 1. c.8, S. 3. 

13 A, Treibs u. H. Derra-Scherer, Liebigs Ann. Chem. 589, 196 [19541. 
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da die Hydrohalogenide zu leicht léslich sind. Bei der Kondensation 
der in «-Stellung unsubstituierten Pyrrole IX, X, XI und XII mit 
Dimethylaminobenzaldehyd, im folgenden DA genannt, im Molverhilt- 
nis Pyrrol: DA = 1:1 oder 1<1 gewinnt man die gut kristallisierten 
Farbstoffperchlorate XV—XVIII. 


R. g A max (my) in Alkohol 
ear XV: R=H 552 
\ }=cH—PhD| C10, XVI: R= CH, 549 
7X\N/ XVII: R = CO,C,H, 553 
H XVIII: R= COCH, 549 


Die Kondensation kann auch mit anderen Sauren erfolgen, wonach die ab- 
getrennten gelbbraunen Basen in die Perchlorate iibergefiihrt werden. 

Kondensiert man dagegen im Molverhiltnis Pyrrol: DA = 2:1, so 
erhalt man die bereits bekannten farblosen Dipyrrylmethane VI und 
VII, falls die Pyrrole negative Substituenten tragen wie XI und XII, 
wahrend bei den Alkylpyrrolen IX und X die Isolierung von Methanen 
wie XIX und XX nicht gelingt. Bei dieser Bildung von VI und VII, die 
entgegen den bisherigen Ansichten nur von der Art des Pyrrols und den 
Mengenverhiltnissen abhingt, tritt zwar auch intensive Farbung auf, 
die jedoch von nur wenig Farbstoff herriihrt. H. Fischer und Ne- 
nitzescu betonen die Wichtigkeit einer Abspaltung von Pyrrol aus 
den Dipyrryl-dimethylaminophenyl-methanen zu den Farbstoffen, was 
ihnen jedoch nicht gelang. 

Wie die folgenden Versuche zeigen, bestehen jedoch echte Gleich- 
gewichte A und B, (x); fiir die £-Derivate muB entsprechendes gelten. 


i! 7 i" : ° 
Ht OCH—PhD i 
. N7 te ase (\s ee aad | Jeou—pnp p'4 (A, x) 
H H OH H 
| yi - | I 
: }_op. = ' Ss ot "_HOH- ° B, 0 
Nw’ CH-PhD x + XN N’ fa xX. (B, a) 
H H H php H 


Die theoretisch zu fordernden Carbinole konnten noch nicht gefaBt 
werden. Im Fall der negativ substituierten Pyrrole XI und XII liegt 
das Gleichgewicht B ganz auf Seiten der Dipyrrylmethane, bei den 
Alkylpyrrolen IX und X sind jedoch die Farbstoffe bevorzugt. Offenbar 
erzwingt die Pyrrolenform der Alkylpyrrole infolge gréBerer Basizitat 
die Farbstoffbildung. Die Gleichgewichtslage hingt daher auch von der 
Starke und Menge der Séuren sowie auch von der Temperatur ab. 

Das reine Methan VII lést sich in-Alkohol farblos. Mit sehr wenig 
Salzsiure tritt alsbald Rotfirbung auf, die in der Hitze verstarkt wird 
und sich in der Kalte vermindert. Das isolierte, schwer lésliche Farb- 
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stoff-Perchlorat XVII geht auf Zusatz von Pyrrol XI beim Erwérmen 
in Lésung, wobei die Farbe beim Fortschreiten der Methanbildung 
schwicher wird. Wenig Farbe bleibt jedoch auch in Gegenwart vor. 
iiberschiissigem Pyrrol bestehen, auf Zusatz von etwas Natriumacetat 
zur Beseitigung der Uberchlorsaure tritt jedoch fast vollstindige Ent- 
farbung ein. Das Dipyrrylmethan VII kann aus der Loésung farblos 
isoliert werden. Farblose Lésungen des Methans zeigen nach Stehen- 
lassen tiber Nacht bereits etwas Rotfarbung, wozu offenbar die Kohlen- 
siure der Luft geniigt. Versetzt man die Lésung des Methans mit 
molarer Menge DA und Perchlorsaure, so wird das gesamte Pyrrol in 
den Farbstoff VII iibergefiihrt, der isoliert werden kann. Alle durch das 
Massenwirkungsgesetz geforderten Wirkungen treten demnach ein. Die 
Forderung von H. Fischer und Nenitzescu einer direkten Spaltung 
des Methans VII ist also nicht zu verwirklichen, da das die Gleich- 
gewichtslage nicht zulaBt. 

Die meisten Aldehyde und Ketone reagieren mit Pyrrolen in gleicher 
Weise unter Bildung von Dipyrrylmethanen sowohl der «- wie auch der 
f-Reihe, mit Substituenten in ms-Stellung. 


| | wa I | | | 
i] | igs ee oe | | 
‘a7 CHO \y/ =CH-R \n/7CH-\yy 
H R no OR H 
XXI XXII 
R 
| 
— -—— —CH— : -_—__—C—_—_. 
{| : | 1 \| | ' 
| | LL | isi lo, I ay I i 
\N/ \n”” \n7Z \N7 \N/Z \n7Z 
H R H H H H H 
XXIII XXIV XXV 


In weitaus den meisten Fallen sind die mit Aldehyd erhaltenen Dipyrry]- 
methane wie XXII und XXIV die alleinigen Reaktionsprodukte, nur 
mit Furfurol und «-Thiophenaldehyd konnten Verbindungen entspr. 
XXI erhalten werden! 15, (Diese Konstitution kann jedoch nur den 
beschriebenen gelben Farbstoffen zukommen, wihrend die in einigen 
Fallen erhaltenen griinen Farbstoffe, denen die Autoren auch diese 
Pyrrolen-Strukturen zuschreiben, einen ganz anderen Bau _ besitzen 
miissen, worauf an anderer Stelle einzugehen ist.) Mit Furfurol sind 
auch Methane entspr. XXII beschrieben’®?’. Auch Zimtaldehyd und 
andere ungesattigte Aldehyde geben nach M. Strell und Mitarbb.1* 


4H. Fischer u. A. Schormiiller, Liebigs Ann. Chem. 482, 238 [1930]. 

15 H. Piutti, Gazz. chim. ital. 66, 265 [1936]. 

16 W. Kiister, diese Z. 121, 142 [1920]. 

17 H. Fischer u. M. Heyse, Liebigs Ann. Chem. 489, 258 [1924]. 

18 M. Strell u. F. Kreis, Chem. Ber. 87, 1011 [1954]; M. Strell, A. Kalo- 
janoffu. L. Brem- Rupp, ebenda 87, 1019 [1954]; M. Strell u. A. Kalojanoff, 
ebenda 87, 1025 [1954]. 
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Farbstoffe des Typs XXI. Bei den Oxypyrrolen sind die Benzyliden- 
verbindungen X XI bevorzugt}® 4, 

Bevorzugtes Auftreten von Pyrrolenverbindungen, wozu die Ehrlich- 
Farbstoffe gehéren, hangt demnach von 2 Faktoren ab. Es wird 1. be- 
giinstigt, wenn die Pyrrolenform des betreffenden Pyrrols stark basisch 
ist wie bei den Alkylpyrrolen, 2. wird sie durch eine Komponente, die 
zusatzlich eine VergréBerung des konjugierten Systems mit vermehrter 
Zahl mesomerer Formen ergibt, gefordert. Diese GesetzmaBigkeit hat 
auch fiir die Pyrromethene XXVI und XXVII Geltung, welche eben- 
falls Pyrrolenverbindungen sind und bei denen nur die erste Bedingung 
Varianten zulaBt. 


7 
lt 
| | | | 
\w/ CH= \ yr” \w” Nw 
H H 
XXVI XXVII 


Die Haufung von negativen Substituenten der Pyrrolkerne, wie etwa 
(—CO,C,H;), bewirkt, daB die Farbbasen in Carbinole iibergehen und im 
extremen Fall sich statt eines gefarbten Methensalzes ein farbloses 
ms-Cl-Pyrromethan bildet?°. 

Das Reaktionsgeschehen bei der Bildung der Ehrlich-Farbstoffe 
wird jedoch durch eine weitere Reaktion kompliziert, tiber die wir 
zuerst bei in £-Stellung unsubstituierten Pyrrolen Klarheit gewannen. 

Pyrrol XIV gibt mit DA, selbst wenn der Aldehyd in zehnfachem 
Uberschu8 angewendet wird, nur das Methan XXVIII, wobei nur eine 
relativ schwache Rotfarbung zu beobachten ist. Das Gleichgewicht liegt 
demnach hier noch weiter auf Seiten des Methans als in der «-Reihe. 
Die Purpurfairbung des Ehrlich-Farbstoffs, dem die Konstitution X XIX 
zukommen muB, macht bei langerem Kochen einer Braunfarbung Platz. 


, —~—CH—, ( a —CH—PhD 
‘ et || | ij 1 | 
CoHsO20—\ A PRD Ay O002Hs C,H,0,C’ \N7> 
H H 
XXVIII XXIX 


Wird nun 2.5-Dimethyl-pyrrol (XIII) im Verhaltnis 1:1 mit DA um- 
gesetzt, so beobachtet man zunachst Purpurfarbe, welche sich jedoch 
bald nach Braun verandert und zwar auch bei Eiskilte, wobei die 
intensive Absorptionsbande im Griin verschwindet und eine weniger 
scharfe Absorption, die das ganze kurzwellige Spektrum umfaBt, 
erscheint. Der entstandene Farbstoff erwies sich als das Pyrromethen 


19 H. Fischer u. M. Hermann, diese Z. 122, 7 [1922]. 
20 K. J. Brunings u. A. H. Corwin, J. Amer. chem. Soc. 66, 337 [1944]. 











Alfred Treibs und Erwin Herrmann, Bd. 299 (1955) 





XXX des 2.5-Dimethyl-pyrrols. Daraus ergibt sich die folgende Reak- 
tionsfolge: A, B, C: 


| ma OCH a — 
p ex G . PhD x7 PhD (A, B) 
H °H 
—CH nm j : A r CH 
3 ae ia Lo ff » 
\N7 PhD TMS /\N/\ PhD | \W (B, B) 
OH a . N 
| || CH Za ans CH eo 
I | | i | | 1 (CB) 
Ax PRD Ay " ae 
H H H H° 
XXX 


Das gebildete Dimethylanilin konnte als Pikrat identifiziert werden. 
Diese Spaltung von £-Dipyrryl-dimethylaminophenyl-methanen ist 
kein Einzelfall. Sie tritt auch bei den entsprechenden «-Methanen ein, 
wenn man langere Zeit mit starker Saure kocht. 

Entsprechendes gilt auch fiir «-Derivate. Beim Kochen von Pyrrol 
XI mit DA und Salzsaure in Alkohol im Molverhaltnis 1:1, wobei, wie 
schon ausgefiihrt, der Farbstoff XVII zuniachst vorherrscht, konnte 
nach langem Kochen das Dipyrrylmethen XX XI gefaBt werden. 


R, yo. R 
Cl XXXI: R=CO,C.H, 


\x?* XXXII: R=H 
H H 


Auch der reine isolierte Farbstoff XVII geht bei dieser Behandlung in 
Methen XXXI iiber, eine Reaktion, die nur so zu deuten ist, daB auch 
die Bildungsreaktion A reversibel sein muf. Auch fiir Cinnamyliden- 
pyrrole konnten wir die gleiche Spaltbarkeit beweisen (II. Mitteil. s. 
Anm. auf 8. 168). Mit IX dagegen und DA im Mol.-Verh. 1:1 erwies 
sich der Ehrlich-Farbstoff XV als véllig bestaindig; nach Zusatz eines 
weiteren Mol. IX ging jedoch die Purpurfarbe alsbald in Braun tiber und 
Pyrromethen XXXII konnte isoliert werden. 


Hiermit ist also nachgewiesen, daB die Bildung des Dimethylamino- 
phenyl-methan-Derivates, wenn auch nur in kleinerem Umfang, erfor- 
derlich ist zur Bildung des Pyrromethens. Auch bei langem Kochen des 
Dimethylaminophenyl]-dipyrryl-methans VII mit Siure erhailt man das 
braune Pyrromethen XXXI, wobei Dimethylanilin ebenfalls nachzu- 
weisen war. Daneben entsteht noch etwas fliichtiges Pyrrol, das nur IX 
(durch Spaltung, Esterverseifung, Decarboxylierung) sein kann, und 
wodurch ebenfalls die Riickliufigkeit der Reaktion A bewiesen wird. 
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Auch der isolierte Farbstoff XV wird durch kochende Salzsaure eben- 
falls nicht verindert. Die Lage der einzelnen Gleichgewichte ist also 
ganz vom Charakter der einzelnen Pyrrole abhingig, und die Bildung 
der Pyrromethene kann nur nach C erfolgen. 


Eine andere Deutungsméglichkeit haben wir auch gepriift. 


(Te CT CN OT oe 
AN | ~ 7 \Nv 7 NNZ \y/ 8 =n 
H PhD H H PhD H 

VIII 


+ HO—PhD 
y 


Die Farbstoffe des Typs VIII sind jedoch gegen kochende Saure bestandig, 
womit diese Reaktion, die auch noch eine Autoxydation einschlieBt, widerlegt wird. 

Reaktion C ist irreversibel, es gelang nicht, an Pyrromethene Di- 
methylanilin wieder anzulagern. Damit ist der Ablauf der Ehr- 
lich-Reaktion bis in alle Einzelheiten geklart. Die maximale 
Bildung der purpurroten Ehrlich-Farbstoffe hingt ab vom basischen 
Charakter des betreffenden Pyrrolenins und ist am besten bei Alkylpyr- 
rolen mit freier «-Stellung verwirklicht. Sie erfordert iiberschiissigen DA, 
wihrend PyrroliiberschuB und negative Substituenten im Pyrrol die 
Bildung von Dipyrryl-dimethylaminophenyl-methanen begiinstigen, 
deren Fahigkeit Dimethylanilin abzuspalten wiederum von der Sub- 
stitution des Pyrrols abhaingt und bei Pyrrolen, die in £-Stellung kon- 
densieren, bevorzugt erfolgt. Die Spaltung C zu den Pyrromethenen 
wird durch Hitze beginstigt; beim Kochen wird in fast allen Fallen 
mehr oder minder rasch das braune Pyrromethen gebildet. 

Als positive Ehrlich-Reaktion wurde im allgemeinen nur die Purpur- 
farbe mit Absorptionsband im Griin gewertet. Ein Ausbleiben der Re- 
aktion kann seine Ursache in der ungeniigenden Reaktionsfahigkeit des 
Pyrrols haben, so daB itiberhaupt keine Einwirkung stattfindet, oder in 
der Bildung eines farblosen Methanderivates. Die braune Pyrromethen- 
farbe ist auch friiher bemerkt worden, jedoch infolge ihrer nicht so cha- 
rakteristischen Erscheinung, die zudem leicht mit unspezifischen Ver- 
firbungen irgendwelcher verharzter Stoffe zu verwechseln ist, vernach- 
laissigt worden. Sie kann in Zukunft mit der nétigen Vorsicht auch als 
positiver Ausfall der Reaktion gewiirdigt werden. Die Pyrromethen- 
farbe ist in erster Linie bei den reaktionstrigen Pyrrolen zu erwarten 
und bei 4fach substituierten, deren labile Gruppen erst abgespalten 
werden miissen, was durch Kochen herbeigefiihrt wird. Die Ausfiihrung 
der Reaktion in der Kilte, wobei manchmal sehr viel lingere Reaktions- 
zeit in Kauf zu nehmen ist, muB vorgezogen werden. Bereits friher 
hatten wir ohne Kenntnis des Sachverhaltes diese Erfahrung gemacht 
und z. B, bei bz-Tetrahydroindolen in der Kalte die purpurrote Farbung 
mit Absorptionsband erhalten, wahrend in der Hitze nur Braunfarbung 
zustande kam. 














Alfred Treibs und Erwin Herrmann, Bd. 299 (1955) 





176 







































Abweichende Farben der Ehrlich-Farbstoffe sind durch konstitu- 
tionelle Einfliisse bedingt. 

Die rote Verbindung II, die gelbe Salze liefert und daher auch wohl mit der 
Ehrlich-Reaktion nicht in Beziehung gesetzt wurde, bildet das Salz vermutlich 
mit der Dimethylaminogruppe nach XX XIII. Auch die «-Oxy-pyrromethene sind 
nicht basisch, so daB auch im vorliegenden Fall wohl der Pyrrolenkern im Gegen- 
satz zu dem des fB-Oxy-pyrrols keinen basischen Charakter besitzt. Auch die Lactam- 
formel XXXIV ist in Betracht zu ziehen. Die Salze von I sind normal, entspr. 
III zu formulieren. 


CHOC 4=CH-¢ >—NH(CH,), CeH50,C— —CH—PhD 
| H® | | 
A\NZOH \n/SO 
H 
XXXII XXXIV 


VergréBerung des chromophoren Systems verandert die Farbe nach Violett 
und Blau. Das ist z. B. der Fall bei Phenylpyrrolen und bei Pyrrolacrylsauren, 
wobei die «-Derivate blaue, die 6-Derivate violettblaue Farbungen ergeben?!. Die 
blaue Ehrlich-Reaktion der 3-Methyl-pyrrol-[f-propionsdure]-(4) (Opsopyrrol- 
carbonsaure)”*, die auch die 2.5-Dicarbonsaure zeigt®*, wird wohl mit den zwei 
reaktionsfahigen «-Stellungen zusammenbangen. Sie bedarf ebenso wie auch ahn- 
liche in der Literatur erwahnte Abweichungen noch eine besondere Bearbeitung. 

Die Ehrlich-Farbstoffe lassen sich mit Zink und Salzsaure leicht zu 
Leukofarbstoffen reduzieren, die jedoch sehr autoxydabel sind und sich 
nur beim Vorhandensein negativer Substituenten, die stabilisierend 
wirken, isolieren lassen. Aus XVII und XVIII werden so die Dimethyl- 
aminobenzyl-pyrrole XXXV und XXXVI erhalten. 


a 
| | XXXV: R=CO CH 
AN !—CH,—PhD XXXVI: R= COCH 


H 


Die Reduktion wird auch durch Dithionit erzielt. Auch das kirzlich 
synthetisierte 2.4-Dimethyl-3-benzyl-pyrrol erwies sich als besonders 
autoxydabel®**, Diese Reduzierbarkeit zu Leukofarbstoffen ist auch die 
Ursache dafiir, daB die Ehrlich-Reaktion bei Anwesenheit von Zink, 
etwa Probenahme bei Durchfiihrung der Knorr’schen Pyrrolsynthese, 
versagen kann. 

Der Mechanismus der Ehrlich-Reaktion in der Indolreihe gleicht 
dem in der Pyrrolreihe. Wir haben die Farbstoffe des «- und /-Methyl- 
indols isoliert. 


4 —.=CH—PhD 4 
re Wn’ 


ot 4 


H H 
XXXVII XXXVIII 


a H. Fischer u. C. Nenitzescu, Liebigs Ann. Chem. 489, 175 [1924]. 
22 -H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. Chem. 450, 132 [1926]. 
3-H. Fischer u. W. Lamatsch, Liebigs Ann. Chem. 462, 240 [1928]. 
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H H 
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XXXVII ist rotviolett, XX XVIII violett. Durch Zusatz von «-Methyl- 
indol zu XX XVII entstand das Bis-[2-methyl-indolyl-(3) |-[p-dimethyl- 
aminopheny]l]-methan (XX XIX). Der annelierte Phenylkern hat dem- 
nach, wie zu erwarten war, die gleiche stabilisierende Wirkung wie nega- 
tive Substituenten in der Pyrrolreihe, wo keine Methanderivate von 
Alkylpyrrolen isolierbar sind. Der Versuch, mit XX XVII durch Addition 
von Pyrrol XI ein gemischtes Methanderivat zu gewinnen, hatte ein zu- 
nachst tiberraschendes Ergebnis, da das Dipyrrylmethanderivat VII 
entstand und daneben «-Methylindol. Diese Reaktion ist jedoch auf 
Grund unserer Erklarung des Mechanismus der Ehrlich-Reaktion gut 
zu verstehen. 


7 —CO,C,H, 
Wf \ 2 || | VN 
XXXVIT + XI ——— | | i | nN’ ieee } } 4 
\Ay/\ PhD oH Wy’ 
H H 
\—=—CO0,C,H, ° yon cat C,H;0,C—)-— ‘i ‘hae 
‘ _ | |! ‘ 
aay . \n” eee er Ay’ By \ 
PhD H® H H PhD H VII 


Das symmetrische Dipyrrylmethanderivat ist in dem gesamten 
Gleichgewichtssystem die stabilste Verbindung und damit so bevorzugt, 
daB es trotz der Verwendung von nur | Mol. des Pyrrols entsteht. 

Wir wollen diese interessante Umsetzung mit der Bezeichnung 
Pyrrol-Austausch benennen. Einen gleichartigen Austausch konnten 
wir mit dem Pyrrol-Ehrlich-Farbstoff XVIII erzielen, der mit XI eben- 
falls das Dipyrrylmethanderivat VII und nicht das gemischte Methan 
gibt. 

Pyrrol-Austauschreaktionen wurden zuerst von H. Fischer und W. Zer- 
weck*4 beobachtet, wobei ein f-Pyrrolaldehyd mit in «-Stellung unsubstituiertem 
Pyrrol das «,«’-Dipyrryl-methen gab. Dabei vermutete man allerdings nur Zerfall 
des Aldehyds unter Bildung von Ameisenséure, die mit dem zweiten Pyrrol kon- 
densieren sollte?>, An Pyrromethenen sind noch viele ahnliche Reaktionen be- 
schrieben (vgl. hierzu besonders 1. c.1). 

Der Pyrrol-Austausch ist eine Folge der Gleichgewichtsreaktionen, 
die auf 2 Eigenschaften des Pyrrols beruhen. Das ist 1. die groBe Tendenz 
der Pyrrolmethingruppe nach dem R—H-Schema sich an Doppelbin- 





24H. Fischer u. W. Zerweck, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 1942 [1922]. 
25 H. Fischer u. EK. Loy, diese Z. 128, 64 [1943]. 
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dungen anzulagern, und 2. die Tendenz zur Ausbildung der Pyrrolenin- 
form, welche eine additionsfihige semicyclische Doppelbindung liefert. 
Beides wird durch H-Ionen katalysiert. 

Fir die Bildung von Ehrlich-Farbstoffen aus Tetraalkylpyrrolen 
geben A. Treibs u. H. Derra-Scherer?™ folgende Erklarung: 


i( + OCH—PhD = > a 
lo 7 "7 — re 
x) CEs poe, ese Ay/ ~CH-PhD + CH,OH 
H H | H 
PhD 


Dabei ist die sonst so festgebundene Methylgruppe an einer Aus- 

tausch-Reaktion beteiligt. Auch die Bildung eines 

7 CH: CH-CO,H = pjauen Ehrlich-Farbstoffes aus der Trimethy]- 

nw’ pyrrolacrylsiure XXX X*! ist auf Grund dessen 

H XXXX __sjetzt verstindlich. Auch hier liegt Reaktion nach 

Art eines Tetraalkylpyrrols ‘vor, da die Acryl- 

siure-Seitenkette zur Stabilisierung als negativer Rest nicht ausreicht, 
wohl aber die vertiefte Farbe verursacht. 

Auch die Ehrlich-Reaktion der mehrkettigen Pyrrolverbindungen vom 
Methan-Typ, wie z. B. des Urobilinogens des Harns und des Sterkobilinogens des 
Kotes*®, ist so zu erklaren. Es ist ein Spezialfall dieser Austausch-Reaktion von 
Tetraalkyipyrrolen. - 

Bei qualitativer Anwendung der Ehrlich-Reaktion, vor allem auch 
bei der Priifung unbekannter biologischer Objekte und zur quantita- 
tiven Bestimmung von Pyrrolen, sind die neuen Erkenntnisse von grund- 
sitzlicher Bedeutung. Ohne genaue Kenntnis der zugrundeliegenden 
Pyrrolderivate und ohne Uberpriifung der Methode in jedem einzelnen 
Fall sind keine eindeutigen Resultate zu erwarten. 

Bei den Dipyrryl-dimethylaminophenyl-methenen méchten wir 
statt der chinoiden Formeln den ms-substituierten Dipyrrylmethenen 
XXXXI ein gréBeres Gewicht im Mesomerie-System zuerkennen. Diese 
Auffassung wird bestatigt durch die Tatsache, daB diese Farbstoffe 
Metallkomplexe bilden. VIII gibt mit ammonikalischer Kupfersulfat- 
lésung einen blauen kristallisierten Kupferkomplex, waihrend die 

Ehrlich-Farbstoffe keine Metallkomplexe bilden. 


ue 


\| Zum Vergleich haben wir noch versucht, das den 
Sw /—Ce \nY Dipyrry]-dimethylaminophenyl-methanen ahnlich gebaute 
2 H® Leukomalachitgriin durch Kochen mit konz. Salzsiure zu 
H PhD spalten. Dimethylanilin konnte jedoch nicht nachgewiesen 
XXXXxI werden, ebensowenig auch bei der Einwirkung von konz. 
Schwefelséure bei 250°. Die Spaltungsreaktionen sind 

demnach besondere Eigentiimlichkeiten der Pyrrolreihe. 


Zur Ausweitung haben wir weiterhin Pyrrole auch mit Michlers 
Keton umgesetzt und dabei die folgenden Farbstoffe als kristallisierte 
Farbbasen gewonnen: 


— A. Treibs u. E. Derra-Scherer, Liebigs Ann. Chem. 589, 188 ' 1954’. 
26 Vgl. hierzu: H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. 2 (1937). 
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R Py XXXXII: R=H R’=CH, \-—=C(PhD), 
XXXXIII: R= CO,C,H, R’ = CH, | 
/=C(PhD), XXXXIV: R= COCH, R’=CH, p/\y/\ 


\N XXXXV: R=CO,C,H, R’=H 


XXXXVI: R’= CO,C,H, 
Statt des Ketons kann auch das Imin, das Auramin, Anwendung 
finden. Die entsprechenden Farbstoffe der Indolreihe sind bekannt?’. 
Sie sind durch groBe Echtheit ausgezeichnet und werden zum Farben 
tannierter Baumwolle, von Wolle und Seide verwendet. Durch Zufall 
stellten wir dann fest, daB P. Ehrlich an einer entlegenen Stelle der- 
artige Pyrrol-Farbstoffe bereits erwahnt und zur Zellfirbung vorge- 
schlagen hatte; sie scheinen jedoch nicht in Substanz isoliert worden zu 
sein. H. Fischer und Schneller?® erhielten durch Kondensation von 
Pyrrol XI mit Michlers Hydrol den Leukofarbstoff von XX XXIII, den 
sie jedoch nicht in den Farbstoff tibergefiihrt haben. Wir haben unseren 
Farbstoff auch zur Leukoverbindung reduziert, die mit der beschriebe- 
nen identisch ist. Auch Nenitzescu® hatte durch Behandlung von 
Pyrrol-Grignard-Verbindungen mit Michlers Keton derartige Farbstoffe 
erhalten, doch gelang die Isoliertfng nicht. Die Farbstoffe sind sehr leicht 
léslich und wurden daher zuniichst als braune Farbbasen isoliert. Die 
Hydrochloride sind kristatlisiert, bequem zu gewinnen sind die schwerer 
léslichen Perchlorate. Die Salze von XX XXII sind blaustichig rot, die 
iibrigen rotstichig blau; sie farben gebeizte Baumwolle in lebhaften 
Tonen. Zum Unterschied von den Ehrlich-Farbstoffen weisen sie zwei 
Absorptionsbanden auf. Durch konz. Salzsaure tritt ebenfalls Entfirbung 
ein. Ein weiteres Molekiil Pyrrol konnte nicht angelagert werden. Das 
XXXXIII isomere /-Derivat XXXXVI ist der «-Verbindung sehr ahn- 
lich. Michlers Keton reagiert viel langsamer als der Ehrlichsche Aldehyd, 
so daB es als Reagens zum Pyrrolnachweis weniger geeignet ist, obwohl 
die Reaktion nur zum Farbstoff fiihrt. 


Beschreibung der Versuche 

[3.5-Dimethyl-pyrryl-(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen (XV) 

2,4 g 2.4-Dimethyl-pyrrol und 3,6 g p-Dimethylamino-benzaldehyd 
wurden in etwa 10 ccm Alkohol gelést und mit 3 ccm konz. Salzséure versetzt, 
wobei heftige Selbsterwirmung und intensive Rotviolettfarbung auftrat. Dann 
wurde mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt und mit Natronlauge bis zum Farb- 
umschlag nach Gelborange versetzt, wobei sofort die braune Farbbase amorph 
ausfiel. Ausb. 6,2 g. Léslich in Alkohol mit gelbbrauner Farbe, beim Verdiinnen 
mit dest. Wasser allmahlich schwache Rotviolettfirbung (bedingt durch Kohlen- 
dioxyd-Gehalt der Luft). Mineralsiure bewirkt zunachst intensive Rotviolett- 
firbung, ein groBer Uberschu8 an Mineralsaure ergibt schlieBlich Entfarbung. 
Dieses Verhalten ist reversibel. 


27 Dtsch. Reichs-Pat. 121 837, 128 904; Zbl. 1901 IT, 80, 1902 I, 740; Frdl. 6 
235, 244. 

28 P. Ehrlich, Ber. dtsch. chem. Ges.-42, 20 [1909] (im Zbl.-Ref. sind die 
Farbstoffe nicht angegeben). 
29 H. Fischer u. K. Schneller, diese Z. 128, 252 [1923]. 
30 C, Nenitzescu, Extrait du Bull. de la Soc. Chim. Roum. 11, 3, 4/1929". 
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Perchlorat 


a) Eine kleine Menge dieser Farbbase wurde in Alkohol gelést, mit wenig 
Wasser verdiinnt und dann Uberchlorsaure zugegeben, wobei das Farbsalz 
sofort in Nadeln mit blauem Oberflachenglanz auskristallisierte. Dieses ist in 
Alkohol schwer léslich mit rotvioletter Farbe. 

b) 0,8 g p-Dimethylamino-benzaldehyd wurde in Alkohol gelést, 1 ccm 
Uberchlorsaure zugegeben und allmahlich mit einer alkoholischen Lésung von 
0,5 g 2.4-Dimethyl-pyrrol versetzt. Dabei trat intensive Rotviolettfarbung auf 
und bald kristallisierte das Farbstoffperchlorat in Nadeln aus. Es wurde ab- 
gesaugt und griindlich mit Alkohol und Ather gewaschen. Ausb. quantitativ. 
Absorptionsmaximum 552 my. 


[3.4.5-Trimethyl-pyrryl-(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen-per- 
chlorat (XVI) 

200 mg 2.3.4-Trimethyl-pyrrol wurden in wenig Alkohol gelést und zu 
einer Lésung von 300 mg p-Dimethylamino-benzaldehyd und 0,2 ccm Uber- 
chlorsaure in 10 cem Alkohol zuflieBen gelassen. Dabei trat intensive Rotviolett- 
farbung ein und der Farbstoff begann sofort in feinen Nadelchen mit blauem Ober- 
flachenglanz auszukristallisieren. Ausb. 390 mg. Unldslich in Ather, schwer léslich 
in Alkohol, etwas besser in Aceton, gut léslich in Chloroform mit rotvioletter 
Farbe. Absorptionsmaximum 549 mu. 


C,sHpN"HCIO, (340,8) Ber. ClO, 27,25 Gef. ClO, 29,20. 


[3.5-Dimethyl-4-carbathoxy-pyrryl-(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]- 
methen-perchlorat (XVII) 

Eine kleine Menge ms-[p-Dimethylamino-pheny]]-3.5.3’.5’-tetra- 
methy1-4.4’-dicarbathoxy-pyrromethan wurde in wenig Alkohol gelést, et- 
was Uberchlorsaure zugegeben, wobei schon in der Kalte sehr deutlich Rot- 
violettfarbung auftrat. Bei ganz kurzem Erwirmen trat geringe Farbvertiefung 
ein, dann wurde ein Uberschu8 von p-Dimethylamino-benzaldehyd zugege- 
ben und kurz erwarmt (etwa 1 Min.), wobei die Farbbildung noch intensiver 
wurde. Nach Istdg. Stehenlassen war der Farbstoff in griin glitzernden Blattchen 
auskristallisiert, er wurde abgesaugt und griindlich mit Alkohol und Ather ge- 
waschen. Die Mutterlauge war nur noch ziemlich wenig gefarbt, daher fast quant. 
Ausbeute. Der Farbstoff erwies sich identisch mit dem nach der iiblichen Methode 
hergestellten Farbstoff. Absorptionsmaximum 553 mu. Kein Schmelzpunkt. 


C,sH,,0.N,"HCIO, (398,8) Ber. C 54,20 H5,81 N 7,03 ClO, 24,93 
Gef. C 54,54 H5,94 N6,83 ClO, 24,22 


Leukobase (XXXV) 

400 mg Farbstoff wurden in etwa 3—4 ccm Alkohol aufgeschlimmt, Zink 
im UberschuB zugegeben (ev. noch 1 Tropfen konz. Salzsaure) und auf dem Wasser- 
bad etwa 5 Min. erwarmt, wobei allmahlich Auflésung und Entfarbung eintrat. 
Dann wurde vom Zink abfiltriert, mit Wasser bis zur Triibung versetzt und ganz 
kurz auf dem Wasserbad erwarmt, wobei Kristallisation in farblosen Prismen ein- 
setzte. Es wurde einmal aus Alkohol-Wasser umkristallisiert und mit wenig Ather 
gewaschen. Farblose Prismen, in Alkohol farblos léslich, nach langerem Stehen- 
lassen alimahlich Rotviolettfirbung (bedingt durch Luftsauerstoff), nach Zugabe 
eines Oxydationsmittels, wie z.B. Wasserstoffperoxyd oder Eisen(III)-chlorid, tritt 
sofort Reoxydation zum Farbstoff ein. Ausb. 200 mg (67% d. Th.); Schmp. 227°. 


C,sH2,0,N, (300,4) Ber. C 71,98 H8,06 N 9,33 
Gef. C 71,98 H7,79 N 9,03 


30 Die Bestimmung der Saure-Anionen haben wir meist durch ,,Spektro- 
titration‘ durchgefihrt, vgl. die I. Mitteil.,wobei der zu titrierende Farbstoff selbst 
Indikator ist. 











st 














3d. 299 (1955) Ehrlichsche Reaktion der Pyrrole und Indole IV 181 
[3.5-Dimethyl-4-acetyl-pyrry]-(2)]-|p-dimethylamino-phenyl]-methen- 
perchlorat (XVIII) 

Darstellung aus molarer Menge 2.4- Dimethyl-3-acetyl-pyrrol und p-Di- 
methylamino-benzaldehyd. Ausb. 75% d. Theorie. Nadeln mit blauem Ober- 
flachenglanz, schwer léslich in Alkohol mit rotvioletter Farbe. Kein Schmp., sin- 
tert ab 180°. Absorptionsmaximum 549 my. 

('7H,,»ON,"HCIO, (368,8) Ber. C 55,36 H5,74 N 7,59 ClO, 26,95 
Gef. C 55,73 H 6,36 N 7,04 ClO, 25,42 
Leukobase 

Die Reduktion erfolgt analog aus dem Farbstoff mit Zink und 1 Tropfen 

Salzsiure. Schwach rosa angefarbte Prismen vom Schmp. 168°. 


[2-Methyl-indolyl-(3)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen-perchlorat 
(XXXVIT) 

Aus x-Methyl-indol und DA. Blaue Nadeln, schwer léslich in Alkohol mit 
rotvioletter Farbe, unléslich in Ather und Wasser. Ausb. fast quantitativ. Absorp- 
tionsmaximum 546 mu; kein Schmp. 

CysH,,N,"HCIO, (362,8) Ber. N 7,72 ClO, 27,47 Gef. N 7,44 ClO, 25,22 


Leukobase 
Fast farblose Prismen vom Schm. 181°. 


|3-Methyl-indolyl -(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen-perchlorat 
(XX XVIII) 

100 mg #-Methyl-indol wurden in wenig Alkohol gelést und zu einer 
alkohol. Lésung von 200 mg DA und 200 mg Uberchlorsaure langsam zuflieBen 
gelassen. Da zunachst nur eine verhaltnisma8ig schwache Rotviolettfarbung zu 
beobachten war, wurde noch etwa 3—4 Min. auf dem Wasserbad erwarmt, wobei 
nun intensive Blaurotfarbung eintrat. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde ab- 
gesaugt, mit Ather griindlich gewaschen und einmal aus Alkohol umkristallisiert. 
Blaue glitzernde Nadeln, schwer léslich in Alkohol mit violettroter Farbe und 
blauem Tingieren, unléslich in Ather und a Absorptionsmaximum 537 my. 


C,sH,,N,"HCIO, (362,8) Ber. N 7,72  Gef. N 7,78 


Bry core ange Reveal iinahak are aes 
oxy-pyrro-methan-(3.3’) (XXVIII) 

1,5 g 2.4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol und 1,5 g DA (Mol.-Verhaltnis 
1:1) wurden in Alkohol gelést und dann mit 2 ccm konz. Salzsiure versetzt. Zu- 
nachst erschien intensive Rotviolettfarbung mit Absorptionsmaximum bei 553 my, 
dann wurde noch 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt, wobei nicht die erwartete Ver- 
mehrung des Farbstoffes eintrat, sondern die Rotfarbung verschwand und schwache 
Braunfarbung auftrat. Dann wurde mit Wasser versetzt und Natronlauge bis zum 
Farbumschlag zugegeben, wobei eine nur schwach rosa angefarbte Substanz aus- 
fiel. Nach Umkristallisieren aus Alkohol farblose Prismen vom Schmp. 209°. In 
Alkohol farblos léslich, nach Saurezusatz schwache Rotfarbung, die nach Zusatz 
von p-Dimethylamino-benzaldehyd ein wenig verstarkt wird. Durch Eisen(II1)- 
chlorid erfolgt Oxydation zum Farbstoff. Ausb. 1,5 g. Auch beim Arbeiten in der 
Kalte wird der Ehrlich-Farbstoff nicht erhalten. 

Cy,H,0,N; (465,6) Ber. C 69,65 H7,57 N 9,03 

Gef. C 69,75 H7,42 N 9,49 


ms-[p-Dimethylamino- ‘wr 3.5.3’.5’-tetramethyl-4.4’-dicarbath- 
oxy-pyrro-methan-(2.2’) (VII) 

a): Aus dem Ehrlich-Farbstoff: 280 mg [3.5-Dimethyl-4-carbath- 
oxy-pyrryl1-(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen-perchlorat wurden 
in etwa 2 ccm Alkohol aufgeschlammt, dabei trat wegen der Schwerléslichkeit 
des Farbstoffs nur geringe Auflésung mit rotvioletter Farbe ein. Dann wurde mit 
einer alkohol. Lésung von 120 mg 2.4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol ver- 
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setzt und ganz kurz auf dem Wasserbad erwirmt. In dem Mabe wie Reaktion 
unter Methanbildung stattfand, trat Auflésung des Farbstoffs und damit zugleich 
fast vollige Entfarbung der Lésung ein. Dann wurde mit Wasser bis zur deutlichen 
Triibung versetzt und auf dem Wasserbad gerade kurz erwarmt, wobei die Triibung 
verschwand und Krista!lisation in farblosen Blattchen einsetzte. Nach Umkristal- 
lisieren aus Alkohol véllig farblose Blaittchen vom Schmp. 207°. 

Die Substanz ergibt keine Schmelzpunktsdepression mit dem nach F. Schu- 
bert hergestellten Methan. 

b) Durch Pyrrol-Pyrrol-Austausch: 350 mg [3.5- Dimethyl-4-acetyl- 
pyrry!-(2)]-[p-dimethylamino-phenyl]-methen-perchlorat und 270 mg 
2.4-Dimethyl-3-carbaéthoxy-pyrrol wurden in 5 ccm Alkohol gelést, wobei 
die zunachst aufgetretene, sehr intensive Rotviolettfarbung innerhalb weniger Sek. 
in eine schwache Braunfarbung iibergegangen war. Dann wurde noch kurze Zeit 
auf dem Wasserbad erwarmt und die nach Versetzen mit Wasser ausgefallene 
Substanz aus Alkohol-Wasser umkristallisiert. Farblose lange Blittchen vom 
Schmp. 204°, Keine Schmelzpunktdepression 
Cy7H,,04N, (465,6) Ber. C 69,65 H7,58 Gef. C 69,86 H 7,57 

ce) Pyrrol-Indol-Austausch: Darstellung analog b): aus [2-Methyl- 
indolyl-(3)]-[p-dimethylamino-pheny]]-methen-perchlorat urd 2.4-Di- 
methyl-3-carbaéthoxy-pyrrol. Farblose B)attchen vom Schmp. 205°. 

Die Substanz ergab keine Schmelzpunktsdepression mit dem nach F. Schu- 
bert hergestellten Methan. 


ms-[p- Dimethylamino- pheny]]-3.5.3’.5’-tetramethyl-4.4’-dicarbath- 
oxy-pyrromethen-(2.2’) (VIII) 

500 mg Pyrromethan wurden in 5ccm Alkohol gelést, mit 5 ccm einer 
10-proz. Fisen(III)- chlorid-Lésung versetzt und ¥, Stde. auf dem Wasserbad er- 
warmt, wobei intensive Rotviolettfarbung auftrat. Dann wurde mit Uberchlor- 
siure und Wasser versetzt, wobei der Farbstoff bald auskristallisierte; er wurde 
einmal aus Alkohol umkristallisiert. Léslich in Alkohol mit rotvioletter Farbe. 
Ausb. 600 mg. Absorptionsmaxima 566 und 484 my. 

Cy7H;,0,N,-HCIO, (564,0) Ber. ClO, 17,66 Gef. ClO, 15,95 

Reduktion zum Pyrromethan: Die Reduktion erfolgte mit Zinkstaub 
und 1 Tropfen Salzsiure in Alkohol. Farblose Blattchen vom Schmp. 205°, aus 
Alkohol-Wasser. 

Die Substanz ergab keine Schmelzpunktsdepression mit auf iibliche Weise 
hergestellten Dipyrrylmethan. 
ms-|p-Dimethylamino-pheny]]-bis-[2-methyl-indolyl-(3)]-methan 
(XX XIX) 

Aus [2-Methyl-indoly]-(3)]-[p-dimethylamino-pheny]]-methen- 
perchlorat und «-Methyl-indol. Farblose Prismen vom Schmp. 235°. 
Umsetzung von 2.5-Dimethyl-pyrrol mit p-Dimethylamino-benzal- 
dehyd zum 2.5.2’.5’-tetramethyl-pyrromethen-hydrochlorid (XXX) 

1,0 g 2.5-Dimethyl-pyrrol und 1,6 g DA (1:1) wurden in Alkohol gelést, 
2 ccm konz. Salzsiure zugesetzt, wobei sofort Rotviolettfarbung eintrat. Dann 
wurde noch 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt, wobei die Rotfarbung in Braun 
iiberging. Nach 4 Stdn. war eine in Prismen kristallisierte, braune Substanz aus- 
gefallen, die abgesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. Kein Schmp., 
sintert ab 250°. 

Cy3H,¢N2"HCl (236,7) Ber. C 65,96 H7,24 N 11,83 (114,98 

Gef. C 66,95 H6,82 N 10,28 Cl 13,36 
Auch O. Piloty, H. Wiehl und W. Krannich*!, die dieses Methen- 


<s O. Piloty, H. Wiehl u. W. Krannich, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 2538 
[1914]. 
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hydrochlorid zum erstenmal herstellten, bekamen nur schlechte Analysenergeb- 


nisse, wahrend andere Salze, wie z.B. das Perchlorat, richtige Werte ergaben. 


3.5.3'.5'-Tetramethyl-4.4’-dicarbathoxy-pyrromethen-hydrochlorid 
(XX XT) 

500 mg 2.4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol und 500 mg DA (1:1) wur- 
den in Alkohol mit 0,5 cem konz. Salzsiure versetzt, wobei sofort intensive Rot- 
violettfarbung auftrat. Dann wurde 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Die nach 
3stdg. Stehenlassen ausgefallene braune Substanz wurde aus Alkohol umkristalli- 
siert. Braune Prismen vom Schmp. 208°. Ausb. 100 mg. 

Die Substanz ergibt keine Schmelzpunktsdepression mit auf iibliche Weise 
hergestellten Methen. 

C19H.,0,N."HC] (380,9) Ber. C 59,91 H 6,62. Gef. C 60,06 H 6,59 


3.5.3'.5'-Tetramethyl-pyrromethen-hydrobromid (XXXII) 


800 mg 2.4-Dimethyl-pyrrol und 500 mg DA (Mol.-Verhialtnis 1:1) wurden 
1 Stde. in alkohol. Lésung mit 2 ccm konz. Bromwasserstoffsiure gekocht. Die 
Purpurfarbe, die momentan in voller Intensitat erschien, blieb dabei unverandert. 
Nach Zusatz der gleichen Menge Dimethyl pyrrol (Mol.-Verh.2:1) war die Farbe 
nach einigem Kochen nach Braun umgeschlagen, die Reaktion wurde 2 Stdn. fort- 
gefiihrt. Die tiber Nacht ausgefallene, braune Substanz wurde aus Alkohol um- 
kristallisiert. Braune Prismen, schwer léslich in Alkohol und Ather mit gelber Farbe; 
Schmp. 237°. 

Die Substanz ergibt keine Schmelzpunktsdepression mit auf iibliche Weise 
hergestelltem Methen. 


(3H,,.N2"HBr (281,2) Ber. C 55,52 H 6,09 N 9,96 
Gef. C 55,23 H 6,05 N 9,55 


Spaltung von ms-[p-Dimethylamino-phenyl]-3.5.3’.5’-tetramethyl-4.4’- 
dicarbathoxy-pyrromethan- (2.2’) 

lg Pyrromethan wurde in 6 ccm Alkohol gelést, 2 com konz. Salzsaiure 
zugefiigt und 3 Stdn. unter Riickflu8 gekocht. Dabei verschwand die zuerst 
entstandene rotviolette Farbe, und nach etwa 1 Stde. war eine braune, methen- 
artige Farbe aufgetreten. Dann wurde eingeengt, wobei nach mehrstiindigem 
Stehenlassen das 3.5.3’.5’-Tetramethy1-4.4’-dicarbathoxy-pyrromethen- 
hydrochlorid auskristallisierte. Es wurde durch Mischschmelzpunkt mit auf 
iibliche Weise hergestelltem Methen identifiziert. Der Alkohol wurde dann vollends 
im Vak. verjagt, mit 10 ccm Wasser versetzt, schwach alkalisch gemacht und 
eine Wasserdampfdestillation durchgefiihrt. Mit den ersten Anteilen des Destillats 
gingen etwa 1/, g Oltropfen iiber. Dieses farblose Ol, das einen deutlichen Geruch 
nach 2.4-Dimethyl-pyrrol aufwies, gab eine intensive Ehrlichsche Reaktion, 
denn durch das lange Kochen mit Salzsiure wurde ja auch 2.4-Dimethyl-3- 
carbathoxy-pyrrol abgespalten, das dann unter den angewandten Reaktions- 
bedingungen verseifte und decarboxylierte zum 2.4-Dimethyl-pyrrol. Dieses 01 
wurde nun fraktioniert mit einer waBr. Pikrinsiurelésung versetzt. Nach einigem 
Reiben mit dem Glasstab fiel bald eine rein gelbe, kristalline Substanz aus. Die 
iiberstehende Mutterlauge wurde abgegossen und nochmals mit Pikrinsiurelésung 
versetzt, wobei nach langerem Aufbewahren nochmals eine gelbbraune Substanz 
ausfiel. Die zuerst ausgefallene gelbe Substanz hatte einen Schmp. von 152—153° 
und gab keine Schmelzpunktsdepression mit dem aus p-Dimethyl-anilin her- 
gestellten Pikrat (gef. 152—153°). 

Die aus der Mutterlauge ausgefallene gelbbraune Substanz diirfte gréBten- 
teils aus dem Pikrat von 2.4-Dimethyl-pyrrol bestehen, das noch durch 
Pikrat des p-Dimethyl-anilins verunreinigt ist, wie das Schmelzpunktsverhalten 
ergab. 

Pikrat von 2.4-Dimethyl-pyrrol Schmp. 90°; Mischung Schmp. 80°; 
Pikrat der Substanz Schmp. 73°. 
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Umwandlung von [3.5 - Dimethy] - 4 - carbathoxy - pyrryl - (2)] - [p- di- 
methylamino - phenyl] - methen- perchlorat in 3.5.3.5’ - Tetramethyl- 
4.4’ -dicarbathoxy - pyrromethen - hydrochlorid 

50 mg Ehrlich-Farbstoff, in 5 ccm Alkohol aufgeschlammt, wurden mit 
leem konz. Salzsaure 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Der Farbstoff war in 
Lésung gegangen und die zunachst rotviolette Farbe in Braun iibergegangen. Nach 
Stehenlassen tiber Nacht braune Nadeln, schwer léslich in Alkohol mit intensiv 
gelber Farbe, Absorptionsband bei 460—470 my. 

Diese Substanz ergibt keine Schmelzpunktsdepression mit auf tibliche Weise 
hergestelltem Pyrromethen-hydrochlorid (gef. 208°), ergibt jedoch eine 
Schmelzpunktdepression mit dem Perchlorat (auf 196°). 

Beim Kochen von [3.5-Dimethyl-pyrryl-(2) }- [~-dimethylamino-phenyl]-me- 
then-perchlorat mit viel Salzsiure blieb die rotviolette Farbe auch nach 3 Stdn. in 
ihrer vollen Intensitaét erhalten. Fichtenspanreaktion negativ, daher keine Auf- 
spaltung in 2.4-Dimethyl-pyrrol und p-Dimethylamino-benzaldehyd. 


[3.5-Dimethyl-pyrryl-(2)]-bis-[p-dimethylamino-phenyl]-methen 
[XX XXII) 

a) 1,40 g Michlers Keton und 0,5 g 2.4-Dimethyl-pyrrol (1:1) wurden 
in etwa 10 cem Alkohol gelést, mit 1 com konz. Bromwasserstoffsiure versetzt und 
3 Stdn. unter RiickfluB gekocht, wobei intensive Rotfairbung auftrat. Dann wurde 
iiber Nacht stehen gelassen, wobei nicht umgesetztes, in Alkohol nur maBig lés- 
liches Michlers Keton auskristalliert war. Das rote Filtrat wurde mit 100 ccm 
dest. Wasser versetzt, wobei nochmals ein wenig nicht umgesetztes Ausgangs- 
material ausfiel. Das Filtrat hiervon wurde mit Natronlauge bis zum Farbumschlag 
nach Gelbbraun versetzt; die ausgefallene Farbbase wurde aus Alkohol-Wasser 
umkristallisiert und bei 60° im Vak. iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. Gelbbraune 
Prismen, Schmp. 151°, léslich in Alkohol, Aceton und Ather mit brauner Farbe, 
mit 1 Tropfen Saure sofort Farbumschlag nach Rotviolett. In Alkohol Absorptions- 
maxima 515 und 567 my gleicher Intensitat. 

b) Der gleiche Farbstoff lieB sich auch aus Auramin und 2.4-Dimethyl- 
pyrrol gewinnen. 

Cy3H2,N, (345,5) Ber. N 12,16 Gef. N 11,57 

Perchlorat: Die Farbbase wurde in wenig Alkohol gelést, iiberschiiss. 
Uberchlorsaure zugegeben und dann mit Wasser versetzt, wobei das Farbsalz 
ausfiel. Naidelchen mit griinem Oberflachenglanz, leicht léslich in Alkohol mit 
rotvioletter Farbe, maBig lislich in Wasser und Ather. Ausb. etwa 80% d. Theorie. 
Kein Schmp., Sintern ab 180°. 

Cy,H,,N,"HCIO, (446,0) Ber. Cl 7,94 ClO, 22,30 Gef. Cl 7,93 ClO, 20,50 


[3.5-Dimethyl - 4 - carbathoxy - pyrryl - (2)] - bis - [p - dimethylamino - 
phenyl]- methen (XXXXIII) 

Darstellung aus 2.4- Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrolund Michlers Ke- 
ton. Braune Prismen vom Schmp. 160°, léslich in Alkohol mit brauner Farbe, nach 
Saurezusatz intensive Blaufirbung. Ausb. 60°% d. Theorie. Absorptionsmaxima 
515 und 594 mu. 

Cy,H,,0,N, (417,5) Ber. N 10,07 Gef. N 10,07 

Perchlorat: Blaue Nadeln, leicht loslich in Alkohol mit blauer Farbe, un- 
léslich in kaltem Wasser und Ather, maBig léslich in heiBem Wasser; Schmp. 173°. 

Cy,H5,0.N,"HCIO, (518,0) Ber. ClO, 19,22 Gef. ClO, 20,20 

Leukobase: Die Farbbase wurde in Alkohol gelést und wie tiblich mit 
Zink und Salzsiure auf dem Wasserbad bis zur Farblosigkeit erwarmt. Nach 
Versetzen mit Wasser farblose Prismen vom Schmp. 172°. Fast farblos léslich in 
Alkohol, nach Zugabe von Saéure und Erwarmen Jangsame Blaufarbung, jedoch 
naeh Zugabe von Eisen(III)-chlorid rasch intensive Blaufarbung. 

CygH3,0.N, (419,5) Ber. N 10,00 Gef. N 9,45 
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Mit der von H. Fischer und K. Schneller aus Michlers Hydrol mit Di- 
methyl-carbathoxy-pyrrol erhaltenen Verbindung vom Schmp. 176° besteht 
Identitat, wie der Mischschmelzpunkt ergab. 


[5-Methyl-4-carbathoxy-pyrryl-(2)]-bis-[p-dimethylamino- pheny]]- 
methen (XXXXV) 

Aus 2-Methyl-3-carbathoxy-pyrrol und Michlers Keton. Braune 
Prismen, Schmp. 140°, léslich in Alkohol mit brauner Farbe, nach Saurezusatz 
intensive Blaufarbung. Absorptionsmaxima 511 und 581 mu. 
|2.4-Dimethy]-5-carbéthoxy-pyrry]-(3)]-bis-[p-dimethylamino-phe- 
nyl]-methen (XXXXVI) 

Aus 2.4-Dimethyl-5-carbathoxy-pyrrol und Michlers Keton. Braune 
Nadeln vom Schmp. 141°, léslich in Alkohol mit brauner Farbe, nach Saurezusatz 
intensive Blaufarbung. Absorptionsmaxima 516 und 568 my. 

CygH,,0,N, (417.5) Ber. N 10,07 Gef. N 9,80 
13.5- Dimethyl-4-acetyl-pyrryl - (2)]- bis-[p-dimethylamino- phenyl - 
methen (XXXXIV) 

Aus 2.4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol und Michlers Keton. Braune 
Prismen vom Schmp. 156°, léslich in Alkohol mit brauner Farbe, nach Saurezusatz 
intensive Blaufarbung. Absorptionsmaxima 520 und 578 my. 

(',;H. ON, (387,5) Ber. ©.77,48 H 7,54 N 10,84 

Gef. C 77,49 H7,96 N 10,32 

Der Organchemie GmbH., Kleve, sjrechen wir fiir die Férderung un- 

serer Arbeiten den ergebensten Dank aus. 


Zusammenfassung 

Die Ehrlichsche Aldehyd-Reaktion der Pyrrole verlauft kompli- 
zierter als bisher angenommen wurde. Pyrrol, Dimethylaminobenzal- 
dehyd, Pyrryl-dimethylaminophenyl-methen (Ehrlich Farbstoff) und 
Dimethylaminophenyl-dipyrrylmethan stehen miteinander im Gleich- 
gewicht, dessen Lage von den Substituenten des Pyrrols abhangt. Starke 
Sauren kénnen Dimethylanilin aus den Dimethylaminophenyl-dipyrryl- 
methan abspalten, wobei in irreversibler Reaktion gefirbte Dipyrryl- 
methene entstehen. Fiir die Anwendung der Ehrlich-Reaktion an biolo- 
gischen Objekten ergaben sich wichtige Folgerungen. Auch beim Indol 
bestehen analoge Gleichgewichte. Michlers Keton bildet stabile Farb- 
stoffe mit Pyrrolen. 

Summary 


The course of the Ehrlich aldehyde reaction of pyrroles is more 
complex than has hitherto been assumed. Pyrrole, dimethylaminobenz- 
aldehyde, pyrryldimethylaminophenylmethene (the cause of the Ehrlich 
coloration) and dimethylaminophenyldipyrrylmethane exist together 
in equilibrium, the position of which depends on the substituents in the 
pyrrole ring. Strong acids decompose the dimethylaminophenyl-dipyr- 
rylmethane to dimethylaniline and the coloured dipyrrylmethene. This 
has important consequences for the application of the Ehrlich reaction 
to biological objects. There exists a similar equilibrium in the indole 
series. Michler-s ketone forms stable coloured substances with pyrrole. 
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Uber das Vorkommen von Glykocyamin, Cholin, Lysin, 
Leucin, Tyrosin und «-Alanin in dem Meereswurm 
Nereis virens 


Von 
D. Ackermann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1954) 


Die vorliegende Arbeit bringt vor allem eine Bestatigung des inter- 
essanten Befundes von J. Roche! und seinen Mitarbeitern tiber das 
Vorkommen von Glykocyamin bei Nereis diversicolor, einem Wurm, 
der Nereis virens nahe verwandt ist. Dariiber hinaus konnten die Autoren 
feststellen, daB dieses Guanidinderivat hier als Phosphagen vorlag, wah- 
rend sie bei der Meeresschnecke Arenicola marina ein anderes Phospha- 
gen, nimlich das des Taurocyamins (Guanidotaurins), ermittelten. 

Meine Untersuchung, die ganz allgemein iiber die stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffe dieser Tierart AufschluB geben sollte, bediente sich einer 
Methodik, die nicht erwarten lieB, daB das Gl ykocyamin noch in seiner 
Phosphorsaéurebindung zu Tage treten wiirde, doch lieB sich die Sub- 
stanz selbst in freiem Zustande und als Pikrat in analysenreiner Form 
und auch auf papierchromatographischem Wege identifizieren. 

Da das Glykocyamin mit Phosphorwolframsaure eine leicht- 
lésliche Verbindung eingeht, fand sie sich bei der Behandlung mit diesem 
Reagens sowohl in der Fallung wie im Filtrat des Niederschlages. AuBer- 
dem haftete die Substanz vielen im Laufe der Aufarbeitung vorgenom- 
menen Fallungen oft hartnackig an, so daB eine nur ungefahr zutreffende 
Angabe iiber das wahre Mengenverhiltnis, in dem das Glykocyamin 
hier vorkommt, nicht gemacht werden kann. 

Auch bei dieser Avertebratenart fand sich Glykokollbetain in 
erstaunlichen Mengen, so daB es iiber die Halfte des ganzen Stickstoff- 
gehaltes der nichtfliichtigen Basen ausmachte. 

Demgegeniiber wurden nur in sehr geringen Mengen Cholin, Lysin, 
Leucin, Tyrosin und a-Alanin festgestellt. a-Alanin ist bisher nur 
bei Cephalopoden?, Crustaceen* und Regenwiirmern? beobachtet 
worden, 


' Nguyen-vanThoai, Jean Rocheu. Yvonne Robin, Biochim. biophy- 
sica Acta[ Amsterdam] 11, 403 [1953]; dieselben u. Ngouyen-van Thiem, C. R. 
Séances Soc. biol. Filiales 147, 1241 [1953]; Nguyen-van Thoai u. Yvonne Ro- 
bin, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 13, 533 [1954]. 

2 J. Okuda, J. Coll. Agric., Tokyo Imp. Univ. 5, 25 [1912]; 7, 1 [1919]; 
K. Morizawa, Acta Scholae med. Univ. Imp. Kioto 9, 285 [1927]. 

3 U. Suzukiu. Mitarbb., J. Coll. Agric., Tokyo Imp. Univ. 1, 21 [1909]; 5, 9, 
13 [1912]. 

4 Y. Muayama u. S. Aoyama, J. pharmac. Soc. Japan | Yakugakuzasshi|, 
No. 484, 5 [1922]. 
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All diese Feststellungen beschrinken sich auf Substanzmengen, 
die noch mit den direkten priparativen Methoden fa8bar sind. — Bei 
systematischer Anwendung der Papierchromatographie wird es gelingen, 
noch viel tiefere Einblicke zu tun, wie z. B. bereits die Untersuchungen 
von J. Roche? und seinen Mitarbeitern zeigen. 


Beschreibung der Versuche 
Ubersicht des Faillungsganges 
1. Bleiacetatfallung 
Bleiniederschlag Filtrat 
2. P.W.S.-Fallung 
schwefelsaure Silbersulfatfallung 


. Purinbasen (nicht untersucht) 


Flaviansaurefillung 
4. Flavianat des Glyoledibeteins Flavianat-Filtrat 
Reineckesaure 
5. Alkal. Reineckat: Cholin 


3. Saures Reineckat: Betainreste 


7. Reineckat-Filtrat 
Glykocyamin, Lysin 


8. P.W.S.-Filtrat 
Leucin, Tyrosin, «-Alanin 


5,5 kg Nereis virens*) wurden vom Konservierungs-Methanol abgetrennt und 
dieser zum Sirup eingeengt. Nachdem der Riickstand mit viel Wasser aufgekocht, 
abgepreBt und gewaschen war, wurde das Filtrat eingedampft, mit dem in Methanol 
lislichen Teil vereinigt und das Ganze (14,9 g N) auf 21 gebracht. Jetzt folgte eine 

1. Bleiacetatfaillung. Das Filtrat derselben wurde ohne Beseitigung eines 
geringen Uberschusses des Fiillungsmittels nach Zugabe von 150 cem 50-proz. 
Schwefelsiure mit 21 Phosphorwolframsiure (1000 g mit Wasser ad 2000 ccm) 
gefallt. Die 

2. Phosphorwolframsiurefillung wurde in bekannter Weise mit Baryt 
zersetzt und von Ammoniak und anderen fliichtigen Basen im Vak. befreit (jetzt 
5,69 g N). Zur Beseitigung der 

3. Purinbasen fallte ich bei schwefelsaurer Reaktion mit Silbersulfat véllig 
aus. Sie kamen nicht zur Untersuchung. Das Filtrat der Fallung wurde mit Schwe- 
felwasserstoff vom Silber befreit und die Schwefelsiture durch Zugabe von Baryt 





5 Jean Roche, Nguyen-van Thoai u. Jean Louis Hatt, Biochim. bio- 
physica Acta' Amsterdam | 14, 71 [1954]. 
* Biologische Anstalt Helgoland. 
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bis zur schwach lackmussauren Reaktion zuriickgedriingt. Nachdem ein Volumen 
von 240 ccm hergestellt war, wurde mit viel Flaviansiurelésung eine sehr reichliche 

4. Flaviansaurefaillung gewonnen, die nach dem Trocknen 101 g wog. 
Beim Umkristallisieren zeigte sie sich auffallend leicht léslich in Wasser, so da3 
Arginin hier offenbar nicht als Flavianat beigemengt war. Zweimaliges Umkristalli- 
sieren fiihrte zu den Analysenwerten des Glykokollbetain-flavianates. 
4,365 mg Sbst.: 6,645 mg CO,, 1,700 mg H,O. 
C;H,,0O,N-C,)H,O,N.S_ Ber. C 41,77 H 3,97 Gef. C 41,54, H 4,36 

Aus der Menge des nicht umkristallisierten Flavianates errechnet sich fiir 
Betain ein Anteil von 57,7% am Stickstoffgehalt der nicht fliichtigen Basen. 

Ein Teil des Flavianates wurde in das Pikrat iibergefiihrt. 
4,223 mg Sbst.: 5,880 mg CO,, 1,560 mg H,O. — 2,794 mg Sbst.: 0,410 ccm N 
25,5°, 736 mm). 
C;H,,0O,N-C,H,0,N, Ber. C 38,14 H 4,08 N 16,19 

Gef. C 38,00 H 4,13 N 16,25 

Auch das Chloraurat gab die erwarteten Werte. 
6,800 mg Sbst.: 3,300 mg CO,, 1,690 mg H,O, 2,934 mg Au. — 3,606 mg Sbst.: 
0,108 ccm N, (25°, 736 mm), 1,552 mg Au. 


C;H,,0,N-HAuCl, Ber. C 13,13 H 2,71 N 3,07 Au 43,14 
Gef. C 13,24 H 2,79 N 3,33 Au 43,15, 43,04 


Aus dem Filtrat der Flaviansiurefallung wurde die Flaviansiure in bekannter 
Weise mit Baryt beseitigt und mit Reineckesalz eine 

5. Alkalisché Reineckatfallung gewonnen, die nicht sehr reichlich war 
und Cholin enthielt, das als Dipikrylaminverbindung identifiziert wurde. 
4,606 mg Sbst.: 6,425 mg CO,, 1,380 mg H,O. 
C;H,,ON-C,,H,O,;,.N, Ber. C 37,64 H 3,35 Gef. C 38,07 H 3,38 
Das Filtrat des Cholinreineckates wurde bei schwefelsaurer Reaktion mit wei- 
teren Mengen Fillungsmittel versetzt und so eine 

6. Saure Reineckatfallung erzeugt. Diese war reichlicher und enthielt 
noch Reste von Glykokollbetain, das 3,4 g nicht ganz reines Chloraurat lieferte. 
Dies wiirde 0,93 g kristallwasserfreiem Glykokollbetain entsprechen. Dadurch 
erhéht sich die Ausbeute an dieser Verbindung noch um etwas. Das Hydrochlorid, 
das aus dem Goldsalz gewonnen wurde, gab den erwarteten Cl-Wert. 
C;H,,O,N-HCl Ber. C123,08 Gef. Cl 22,73 


7. Das Reineckatfiltrat enthielt ein Gemenge von Glykocyamin und 
Lysin, die auf etwas schwierige Weise getrennt werden muBten. Die waBrige 
Lésung der freien Basen dieser Fraktion wurde aus kleinem Volumen mit Methanol 
gefallt und die Fallung dann mehrmals aus Wasser umkristallisiert, bis schlieBlich 
74 mg freies Glykocyamin in reinem Zustande vorlag. 

4,718, 5,010 mg Sbst.: 5,325, 5,660 mg CO,, 2,650, 2,770 mg H,O. — 2,194, 2,304 mg 
Sbst.: 0,721, 0,762 com N, (28°, 730 mm). 


C,H,O,N, Ber. C 30,74 H 6,03 N 35,89 
Gef. C 30,80, 30,83 H 6,29, 6,19 N 35,80, 36,02 


Bei der papierchromatographischen Analyse*) ergab sich der gleiche Rr-Wert wie 
beim synthetischen Glykocyamin: Butanol-Ameisensiure-Wasser 63:20:17 
Gew.-% Rr 0,3. Phenol, wassergesittigt Rr 0,68. 


Das daraus gewonnene Pikrat schmolz wie synthet. Glykocyamin-pikrat 
bei 200°. Der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 


* Dr. R. Janka. 
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4,189, 4,270 mg Sbst.: 4,820, 4,860 mg CO,, 1,230, 1,180 mg H,O. — 2,770 mg 
Sbst.: 0,611 com N, (22°, 736 mm). 
C,H,O,N3°C,H,0,N, Ber. C 31,20 H 2,91 N 24,28 

Gef. C 31,40, 31,06 H 3,29, 3,09 N 24,72 

Aus dem leichter léslichen Teil dieser Fraktion war Lysinpikrat zu gewinnen: 
4,416 mg Sbst.: 6,225 mg CO,, 1,840 mg H,O. — 2,628 mg Sbst.: 0,454 ccm N, 
(24°, 730 mm). 

C;Hy4O.N2"CgsH,;0,N, Ber. C 38,37 H 4,56 N 18,70 

Gef. C 38,47 H 4,66 N 19,07 
Beim Erhitzen verpuffte das Pikrat in charakteristischer Weise unter AusstoBung 
roter Dampfe. 

8. Phosphorwolframsaurefiltrat. Dieses wurde vom Fallungsmittel mit 
Baryt befreit und enthielt groBe Mengen Kochsalz, die sich in der Hauptmenge 
mit Alkohol beseitigen lieBen. Als aber der Rest des Cl mit Silber beseitigt war, 
blieb noch viel Natrium als Sulfat in Lésung, das sich bei der weiteren Aufarbeitung 
sehr stérend erwies. Nach Schaffung verschiedener Fraktionen durch Alkohol- 
fillung zeigte sich in diesen meist die Sakaguchi-Probe positiv, was auf weitere 
Mengen Glykocyamin hinwies. In der Tat lieB sich denn auch im P.W.S.-Filtrat 
Glykocyamin als analysenreines Pikrat isolieren. — 

Daneben fanden sich Leucin, Tyrosin und «-Alanin, wihrend Glyko- 
koll fehlte. 

Leucinkupfer: (150 mg) 
4,626 mg Sbst.: 1,148 mg CuO. 
(CgH,,0,N),Cu Ber. Cu 19,63 Gef. Cu 19,82 
Tyrosin (30 mg) 
4,890 mg Sbst.: 10,740 mg CO,, 2,710 mg H,O. — 2,782 mg Sbst.: 0,195 com N, 
(22°, 736 mm). 
CyH,,0O;N Ber. C 59,64 H 6,12 N 7,75 

Gef. C 59,94 H 6,20 N 7,85 
Millons Probe positiv. 
x-Alanin (2,7 g) 
5,104 mg Sbst.: 7,650 mg CO,, 3,560 mg H,O. 
C3;H,O.N Ber. C 40,42 H 7,92 Gef. C 40,90 H 7,81 
x-Alaninkupfer 
4,866 mg Sbst.: 5,375 mg CO,, 2,360 mg H,O, 1,600 mg CuO. — 3,008 mg Sbst.: 
(0,309 com N, (25,5°, 736 mm). 
(Cs;H,O,N)."Cu Ber. C 30,06 H 5,05 N 11,69 Cu 26,52 

Gef. C 30,15 H 5,43 N 11,37 Cu 26,27 

Bei der papierchromatographischen Analyse ergab sich der gleiche Rr-Wert wio 
bei «-Alanin: Butanol-Ameisensiure-Wasser 63:20:17 Gew.-% Rr 0,2, Phenol 
wassergesattigt Rr 0,49. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. Analysen von Dr.Ing.A. Schoeller, Kronach. 


Zusammenfassung 


In dem Meereswurm Nereis virens fand sich in Bestiatigung von 
J. Roche und Mitarbeitern Glykocyamin, das in freier Form und als 
Pikrat zur Analyse kam sowie papierchromatographisch identifiziert 
wurde; auBerdem in groBer Menge Glykokollbetain und in geringeren 
Mengen Cholin, Lysin, Leucin, Tyrosin und «-Alanin. 
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Summary 


Glycocyamine has been isolated from the marine worm Nereis 
virens, in confirmation of the results of J. Roche and coworkers; it was 
analysed in the free state and as picrate, and also identified by paper 
chromatography. Glycocollbetaine was also found in considerable quan- 
tities, and choline, lysine, leucine, tyrosine and alanine in small amounts. 
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Uber das Vorkommen von Neuraminsiure im LebereiweiBb 


bei amyloider Degeneration 
Kurze Mitteilung 
Von 
E. Klenk und H. Faillard 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1954) 


Obgleich man schon seit nahezu einem Jahrhundert weiB, daB das 
bei der Amyloidose in den Organen zwischen den Zellen abgelagerte Amy- 
loid ein Eiwei8stoff! ist, der sowohl mit Jod wie auch mit Methylviolett 
eine charakteristische Farbreaktion gibt, ist es bisher noch nicht ge- 
lungen, die Natur dieses Proteins und seine Genese eindeutig aufzu- 
klaren. Es ist auch unbekannt, auf welche Strukturbesonderheit die 
Farbreaktionen? zuriickzufiihren sind. Im folgenden sei kurz eine Beob- 
achtung mitgeteilt, die fiir die Lésung des Problems méglicherweise von 
einiger Bedeutung werden kénnte. 


Durch die Freundlichkeit von Herrn Prof. Scuuiten, Kéln, erhielten wir vor 
kurzem die Leber und einige andere Organe eines in seiner Klinik beobachteten 
Falles von allgemeiner Amyloidose ohne erkennbare Grundkrankheit. In vielen 
Organen, vor allem auch in der Leber, fand sich eine hochgradige Amyloid- 
ablagerung (Prof. Guillery), die jedoch nur mit Methylviolett einwandfrei nach- 
gewiesen werden konnte. Die Jodreaktion war weniger charakteristisch. Als wir 
eine kleine Probe der getrockneten Leber mit Bialschem Reagens auf Neuramin- 
siure priften, erhielten wir eine deutlich positive Reaktion, wahrend die ent- 
sprechende Reaktion mit normaler menschlicher Leber véllig negativ war. 

Durch Aufarbeitung einer gréBeren Menge des Materials gelang es auch, die 
Neuraminsaure in Form ihrer kristallisierten Methoxylverbindung nach dem Ver- 
fahren von Klenk und Lauenstein? zu isolieren. Kin Teil der in Alkohol kon- 
servierten Leber wurde zu diesem Zwecke im Starmix zerkleinert, anschlieBend 
im Soxhletapparat mit Aceton erschépfend extrahiert und getrocknet. Hellbraunes 
Pulver mit einem Neuraminsduregehalt von 1,60%*. Durch Spaltung von 42 g 
dieses fettfreien Organpulvers mit 5-proz. methanolischer Salzsiure im Bomben- 
rohr bei 105° erhielt man nach der obigen Vorschrift 51 mg der aus Alkohol um- 
kristallisierten, rein weiBen Methoxy-neuraminsaure. 

Zur Analyse wurde die noch aus wenig Wasser umkristallisierte Substanz 
im Hochvak. bei 56° iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet. 4,296 mg Sbst.: 
6,715 mg CO,, 2,700 mg H,O. — 3,937 (2,400) mg Sbst.: 1,21 (0,76) cem’n/100-HCI. 

C,H.,0,N (311,29) Ber. C 42,44 H6,80 N 4,50 

Gef. C 42,65 H7,03 N 4,31 (4,43) 


1N. Fiiedreich u. A. Kekulé, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. 
klin. Med. 16, 50 [1859]. 

2 Siehe dariiber: E. Leupold, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 64, 347 
[1918]. 

3 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 
4 Nach E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
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Die Substanz scheidet sich aus einer heiB®en, nicht allzu verdiinnten, waBrigen 
Lésung beim langsamen Abkiihlen in charakteristischen grofBen, stellenweise zu 
Drusen vereinigten Kristallen aus. 

Spez. Drehung: 18,351 mg Sbst. gelést in] Wasser zu 0,5327 g; c ='3,445; 
l= 1dm; a: — 1,90° 

[x ]¥) "(55,29 
Der Drehwert stimmt mit den fiir die Methoxy-neuraminsaure friiher*> gefundenen 
Werten iiberein. Im Papierchromatogramm (Butanol-Eisessig-Wasser 4: 1: 5) 
wandert die Substanz auf gleicher Héhe und gibt mit Ninhydrin dieselbe rostbraune 
Farbe wie die aus Rindersubmaxillarismucin dargestellte Methoxy-neuraminsaure. 

Obgleich in den Mutterlaugen noch betrachtliche Mengen (231 mg) Neuramin- 
siure enthalten waren, gelang es nicht, daraus weitere Mengen der Substanz zur 
Kristallisation zu bringen. Die Mutterlaugen hinterlieBen 3,0 g einer hellgelb ge- 
farbten, stark hygroskopischen Substanz, die der Hauptsache nach aus Amino- 
siuren und partiellen Spaltprodukten von EiweiB bestand (Neuraminsauregehalt 
7,7%). 

Wie Loeschke® angenommen hat, entsteht das Amyloid durch eine 
Art von Antigen-Antikérperreaktion. Letterer’ hat diese Auffassung 
weiter ausgebaut und experimentell gestiitzt. Nach den vorliegenden 
Befunden scheint die Méglichkeit gegeben, da als Antikérper ein neu- 
raminsaurehaltiger EiweiBstoff des Blutserums in Frage kommt. Wie 
Bohm, Dauber und Baumeister® festgestellt haben, findet sich der 
Hauptteil der Neuraminséure des Serums in der Globulinfraktion. Vor 
kurzem fanden wir in einem von Prof. Schultze, Marburg, aus mensch- 
lichem Serum dargestellten «,-Glykoproteid einen Neuraminsauregehalt 
von 8%. Wenn mar annimmt, daB der Antikérper ein EiweiBstoff von 
der Art dieses Glykoproteids ist, so berechnet sich aus dem obigen Neu- 


raminsauregehalt des fettfreien Trockenorgans, daB dieser Eiweifstoff 


darin in der nicht unbetrachtlichen Menge von 20% vorkommt. 





5 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]; 288, 216 [1951]. 

6 H. Loeschke, Beitr. pathol. Anatom. allg. Pathol. 77, 231 [1927]. 

7 E. Letterer, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 203, 34 
[1934]. 
8 P. B6hm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 
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Struktur der im Tapetum lucidum von Hund und Fuchs 
enthaltenen Zinkverbindung 


Von 


Ginther Weitzel*, Eckhart Buddecke, Anna-Maria Fretzdorff, 
Franz-Josef Strecker und Ursula Roester 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1954) 


In vorangehenden Arbeiten berichteten wir iiber ,,Zink in den 
Augen von Saugetieren‘‘! und iiber ,,Zink im Tapetum lucidum‘‘?. Unsere 
dort mitgeteilten Befunde lassen sich kurz folgendermaben zusammen- 
fassen: Die Aderhaut (Chorioidea) der Augen von Carnivoren, wie 
Hund, Fuchs, Dachs, Marder, Iltis und Wiesel, in geringerem Mabe 
auch der Katze, besitzt einen sehr hohen Zinkgehalt, wahrend dies 
fir die Aderhaut von Herbivoren, wie Pferd, Rind, Schaf und Ziege, 
nicht zutrifft. Fast die gesamte, in der Aderhaut von Carnivoren ent- 
haltene Zinkmenge ist lokalisiert im Tapetum lucidum cellulosum. 
einem speziellen, auf die obere Halfte des Augenhintergrundes begrenz- 
ten Gewebe, welches hinter der Netzhaut innerhalb der Aderhaut liegt. 
Das histologisch anders gebaute Tapetum lucidum fibrosum der 
Herbivoren dagegen ist arm an Zink. 

Unsere fiir das Tapetum lucidum cellulosum der Carnivoren er- 
mittelten Zinkwerte lassen erkennen, daB es sich hier um das bei weitem 
zinkreichste Gewebe handelt, welches man bisher im Tierreich aufge- 
funden hat. Als Mittelwert fiir das isolierte Tapetum lucidum stellten 
wir z. B. beim Hund 7,2°%, beim Fuchs 11,6%, Zink in der Trockensub- 
stanz fest, die entsprechenden Hochstwerte liegen bei8,5 bzw. 13,8% Zink. 

Wir fanden, da intravenés injiziertes Dithizon mit den im Tapetum 
befindlichen Zinkdepots reagiert. Dithizondosen, die beim gut gefiit- 
terten Hund noch keinen Diabetes auslésen, geniigen bereits, um das 
Tapetumgewebe des Hundes zu entzinken und damit in wenigen Stunden 
irreversibel zu zerst6ren, wobei Netzhautablosung und Erblindung die 
Folgen sind (siehe hierzu Anm.?). 

Der extrem hohe Zinkgehalt des Tapetum lucidum cellulosum der 
Carnivoren steht zweifellos mit der speziellen physiologischen Aufgabe 
dieses Gewebes in engem Zusammenhang. Zur Klarung der Beziehungen 


* Herrn Dr. E. Telschow zum 31. Okteber 1954 gewidmet. G. W. 
1G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff; diese Z. 292, 221 [1953]. 
2G. Weitzel, F.-J. Strecker, U. Roester, E. Buddecke u. A.-M. Fretz- 
dorff, diese Z. 296, 19 [1954]. 
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zwischen Zinkgehalt und Funktion des Tapetums diirfte zunachst eine 
méglichst genaue Kenntnis der chemischen Zusammensetzung der zink- 
haltigen Substanz erforderlich sein. In der vorliegenden Arbeit berichten 
wir daher iiber Isolierung und Strukturaufklarung der im Tapetum 
lucidum vom Hund und von einigen Fuchsarten enthaltenen Zink- 
verbindung. 
Ergebnisse 

Ausgangsmaterial 

Fiir die praparative Aufarbeitung des Tapetumgewebes erschien das 
Sammeln der Augen von Hunden, Fiichsen oder Katzen zunachst wenig 
lohnend, da ein Tapetum lucidum dieser Tiere nur etwa 2—4 mg Trok- 
kensubstanz liefert. Dagegen lieBen sich die Augapfel von Silberfiichsen 
und Blaufiichsen, die zu Beginn der kalten Jahreszeit auf den Farmen in 
gréBeren Stiickzahlen get6tet werden, in geniigender Menge beschaffen. 
Wir konnten dadurch rd. 900 Augiapfel von Silberftichsen und rd. 150 
von Blaufiichsen direkt nach der T6tung und Pelzung der Tiere erhalten 
und die Tapeta praparieren*. Nachdem wir uns davon tiberzeugt hatten. 
da Behandlung mit Aceton den Zinkgehalt des Tapetums nicht beein- 
traichtigt, stellten wir Aceton-Trockenpulver des Gewebes her. 

Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen Mengen an Aceton- 
Trockenpulver aus der Aderhaut verschiedener Carnivoren. Daraus ergibt 
sich, daB pro Einzelauge die Ausbeuten an Tapetum-Trockenpulver 
beim Rotfuchs (3,8 mg/Auge) und beim Silberfuchs (3.3 mg/Auge) am 
héchsten sind, dann folgt der Hund (2,5 mg/Auge) und erst in weitem 
Abstand der Blaufuchs (1,5 mg/Auge). Weiterhin ist aus Tab. 1 ersicht- 


Tab. 1. Ausbeuten an Aceton-Trockenpulver verschiedener Teile 
der Aderhaut von Carnivoren. 














Zahid Ausbeuten an Aceton-Trockenpulver in mg: 

ms: fahl der 

sesenen Augen iene Aderhaut restliche 
7 hinter Tapetum | Aderhaut 

Silberfuchs 

(Canis vulpes fulvus 894 2954 2971 5910 

Desm.) 

Blaufuchs 

(Canis [ Alopex] lago- 145 216 278 523 

pus L.) | j 

Rotfuchs ? 9 9 

(Vulpes vulpes L.) ” _ | aaa aia 

Hund = 2 | 

(Canis familiaris L.) o si #14 864 








* Wir danken Herrn Tjard Becker (Ostfriesische Pelztierzucht, Nord- 
dunum) sowie Herrn Fritz Baeumer fiir grofziigiges Entgegenkommen und 
wirksame Hilfe bei der Beschaffung der Augipfel. 
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lich, dafS das Mengenverhaltnis vom Tapetumgewebe zur dahinterlie- 
venden Aderhaut bzw. zur gesamten restlichen Aderhaut bei den ein- 
zelnen Tierarten sehr verschieden ist. 

Die fiir Silber- und Blaufuchs in Tab. 1 angegebenen Tapetum- 
mengen entsprechen der Summe von verschiedenen Tapetum- 
fraktionen. Denn wir praparierten bei einem Teil dieser Augen das 
Tapetum nicht als Gesamtgewebe, sondern trennten in vordere und 
rickwartige Schichten. Die vorderen Schichten (fortan ,,Tapetum 
A“) stellen besonders reines Tapetumgewebe dar, die riickwartigen (fort- 
an ,,Tapetum B*) grenzen an die pigmenthaltige eigentliche Aderhaut 
und lassen sich, wie friiher? bereits ausgefiihrt wurde, nicht vollig frei 
von restlichem Aderhautgewebe praparieren. Das Pulver aus Tapetum A 
ist kreidig-weiB, dasjenige aus Tapetum B ist hellgrau, dasjenige 
aus der Aderhaut hinter Tapetum ist dunkelgrau und dasjenige aus 
der restlichen Aderhaut ist schwarz. Die grauen und schwarzen Farb- 
tone beruhen auf dem Gehalt der Pulver an Aderhaut-Pigment; es liegt 
nahe, den kreidig-weiBen bzw. hellgrauen Farbton der Tapetumpulver 
A und B auf die in ihnen enthaltene Zinkverbindung zuriickzufiihren. 


Zink-, Schwefel- und Phosphorgehalt der Tapetum-Trok- 
kenpulver 

Der Zinkgehalt der im Tapetum lucidum enthaltenen Zinkverbin- 
dung mu noch betrachtlich héher sein als der Zinkgehalt des getrock- 
neten Gewebes. Wir wiesen bereits friiher? darauf hin, daB unter der 
Annahme, auf die Zinkverbindung entfalle die Halfte oder ein Drittel 
des Tapetum-Trockengewichtes, beim Fuchs mit Zinkwerten der reinen 
Verbindung zwischen 20—40%, zu rechnen sei. Diese Werte sind so hoch, 
daB eine niedrigmolekulare, gegebenenfalls auch eine anorgani- 
sche Zinkverbindung zu erwarten war. Es konnte sich z. B. um eines 
der schwerléslichen Zinkphosphate oder um eine niedrigmolekulare Zink- 
Schwefel-Verbindung handeln. Deshalb bestimmten wir in den Aceton- 
Trockenpulvern unserer Tapetum-Praparate auBer dem Zink- auch den 
Phosphor- und Schwefelgehalt. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. 

Betrachtet man in Tab. 2 zunichst die Zinkwerte, so ergibt sich, 
daB diese durchweg hoher liegen als die friiher von uns? bestimmten Zink- 
werte des getrockneten Tapetumgewebes. Dies beruht darauf, daB die 
Aceton-Trockenpulver nicht mehr dem vollstandigen Trockengewebe 
entsprechen, da sie acetonlésliche und einen Teil der wasserléslichen 
Stoffe nicht mehr enthalten. Den héchsten Zinkgehalt in Tab. 2 be- 
sitzen die besonders reinen Tapetum-A-Fraktionen mit 19,0% Zn beim 
Silberfuchs und 16,5°, Zn beim Blaufuchs. Bemerkenswert hoch ist der 
Zinkgehalt im Gesamt-Tapetum vom Rotfuchs, der mit 16,5% der 
Tapetum-A-Fraktion der Blaufiichse gleichkommt. Die ,,Aderhaut hinter 
Tapetum zeigt wesentlich geringere. Zinkwerte, ist aber immer noch 
sehr zinkreich. Dies beruht auf den oben erwiahnten praparativen 
Schwierigkeiten, die eine véllige Abtrennung des Tapetums nicht zu- 
14* 
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Tab. 2. Zink-, Schwefel- und Phosphorgehalt der Aceton-Trockenpulver 
verschiedener Tapetum-lucidum-Fraktionen von Carnivoren. 





Tapetum rm - Aderhaut 
lapetum A lapetum B , 
Tierart gesamt hinter Tapetum 





Zn%G|8% | P% Zn%|8% | P% Zn%| 8%, | P% Zn %| S% | P% 




















Silberfuchs 

(Canis vulpes | 16,7} 8,4] 0,31} 19,0}9,8 | 0,25) 14,5) 7.1 | 0,29] 6,7 | 3,2 | 0,31 
fulvus Desm.) 

Blaufuchs 

(Canis | Alo- 16,5 | 8,3 | 0,33] 10.3) 7.8 |0,37] 2,9 | 1,9 | 0,36 
pex] lagopus 

L.) 

Rotfuchs 

(Vulpes 16,5] 9,4 |0,20] - 3,1 | 2,4 10,15 
vul pe 8 L.) . 

Hund 

(Canis familt-| 10,8 | 5,4 | 0,37 2,5 | 1,8 10,19 
aris LL.) 


























lassen, so daB Tapetumteile bei der dahinterliegenden Aderhaut_ ver- 
bleiben und dort mit analysiert werden. 

Die in Tab. 2 enthaltenen Werte fiir den Phosphorgehalt der 
verschiedenen Tapetumfraktionen sind in allen Fallen sehr gering und 
liegen meist im Bereiche von 0,2—0,3°,, P. Beziehungen zum Zinkgehalt 
der einzelnen Gewebeteile ergeben sich nicht, so das die Méglichkeit, die 
zu erwartende Zinkverbindung enthalte zugleich Phosphor, praktisch 
ausscheidet. 

Besonders aufschluBreich sind dagegen die Ergebnisse der Schwe- 
felbestimmungen: Das Gesamt-Tapetum sowie die Tapetumfraktion 
A und B besitzen einen sehr hohen Schwefelgehalt. Die gefundenen 
S-Werte liegen bei Silberfuchs, Blaufuchs und Rotfuchs zwischen 7,1 
und 9,8°, S und iibertreffen damit alle bisher bekannten Werte schwefel- 
reicher Organe des Tierkérpers. Von besonderem Interesse ist das Mengen- 
verhaltnis Zink : Schwefel. Aus Tab.2 geht deutlich hervor, daB in den 
Tapetumfraktionen, beim Silberfuchs auch noch in der ,,Aderhaut 
hinter Tapetum‘, der Prozentgehalt an Schwefel meist recht genau der 
Halfte des Zinkgehaltes entspricht. Z. B. belaufen sich in den vier Frak- 
tionen vom Silberfuchs in Tab. 2 die Prozentwerte Zn:S auf 16,7:8,4, 
19.0:9,8, 14,5:7,1 und 6,7:3,2. Auch bei Blaufuchs, Rotfuchs und Hund 
entsprechen die Tapetumfraktionen zum Teil sehr genau dem Gewichts- 
verhaltnis Zn:S — 2:1. Da die Atomgewichte Zn:S sich annéihernd wie 
2:1 verhalten, folgt daraus, daB im Tapetum lucidum von Silberfuchs, 
Blaufuchs, Rotfuchs und Hund Zink und Schwefel im Atom- 
verhaltnis 1:1 vorhanden sind. Daraus kann man schlieBen, dab 
dies auch fiir die gesuchte Zinkverbindung zutrifft. 
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lsolierung der Zinkverbindung 


Saure Elution. Die Herstellung der Aceton-Trockenpulver hatte 
hereits gezeigt, daB eine acetonlésliche Zinkverbindung im Tapetum 
nicht vorliegt. Extraktionsversuche mit verschiedenen organischen 
Lésungsmitteln (Methanol, Dioxan, Essigester) sowie mit Wasser ver- 
liefen negativ. Allgemein gilt, da starkere Siuren die meisten Zink- 
verbindungen l6sen, wobei diese jedoch in ihre Komponenten zerlegt 
werden. In unserem Falle war zu erwarten, daB nach saurer Elution 
der urspriinglich mit dem Zink verbundene Rest im Eluat oder im Ge- 
weberiickstand durch sein mengenmaGiges Uberwiegen erkennbar sein 
wiirde. 

Durch Behandlung der Aceton-Trockenpulver der Tapeta lucida von 
Silber- und Blaufuchs, gew6hnlichem Fuchs und Hund mit 0,5-n. Salz- 
siure lieBen sich je nach Tierart und Tapetumpriparat bis zu drei 
Viertel des Pulvers sehr rasch in Lésung bringen. Der Riickstand war 
praktisch zinkfrei. Die salzsauren Eluate enthielten neben Zink und 
niedrigmolekularen Substanzen auch Proteine und andere héhermole- 
kulare Stoffe. Um diese abzutrennen, wandten wir eine Unterdruck- 
filtration der sauren Eluate durch kongodichte Kollodiummem- 
branen an. Im Membranfiltrat fand sich das gesamte Zink zusammen 
mit der iiberwiegenden Menge der eluierten organischen Substanz; beim 
Neutralisieren der sauren Filtrate fielen bei p, 6—7 flockige Nieder- 
schlige aus, deren Zinkgehalt zwischen 19 und 25°, schwankte. Die 
Stickstoffwerte lagen zwischen 6 und 8°,, die Schwefelwerte zwischen 
14 und 16%. Die gleichen Ergebnisse erhielt man bei essigsaurer Elu- 
tion. Umfallung der erhaltenen Priiparate durch Lésen in Saéuren und 
Neutralisation fiihrte nicht zu reinen, einheitlichen Produkten. 

Die Neutralisation der Membranfiltrate nach saurer Elution ergab 
somit ein schwerlésliches, stark zink- und schwefelhaltiges, aber offenbar 
nicht einheitliches Praiparat. Dies konnte u. a. darauf beruhen, daB ein 
Gemisch verschiedener Zinkverbindungen im Tapetum vorlag, oder dab 
ein urspriinglich einheitlicher Ligand durch die Aufarbeitung zum Teil 
verandert wurde, oder daB der eluierten Zinkverbindung wechselnde 
Mengen von Verunreinigungen aus dem Tapetumgewebe hartnackig 
anhafteten. 

Cystein und Cystin als Liganden des Zinks. Eine papier- 
chromatographische Priifung der durch saure Elution gewonnenen 
Zinkverbindungen ergab in allen Fallen, da neben dem Zink auch bei 
Anwendung verschiedener Steigfliissigkeiten zwei mit Ninhydrin rea- 
gierende Substanzflecken ausgemacht werden konnten, von denen der 
eine mit Cystein, der andere mit Cystin identisch war. Cystein war 
auBerdem an seiner positiven Reaktion auf SH-Gruppen erkennbar. 
Chromatogramme, welche nach Mischung des Ansatzes mit syntheti- 
schem Cystein bzw. Zink-cystein ausgefiihrt wurden, zeigten Fleck- 
verstirkung, aber keinen neuen Fleck. Anzeichen fiir die Gegenwart 
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weiterer organischer Verbindungen lagen nicht vor (siehe hierzu Tab. 6 
im Versuchsteil). 


Ein exakter papierchromatographischer Nachweis des Cysteins wird jedoch 
dadurch wesentlich erschwert, da das freie Cystein in geléster Form auBerordent- 
lich unbestandig und oxydationsempfindlich ist und daher schon vor oder wahrend 
der Chromatographie Umwandlungen in Cystin oder andere Oxydationsprodukte 
erleiden kann. Aus diesem Grunde wird bei der Beschreibung der Papierchromato- 
graphie von Aminosaiuren und bei der Angabe ihrer Ar-Werte das Cystein bei 
den meisten Autoren vermiBt?—* oder, wie bei Dent* darauf hingewiesen, daB das 
Cystein (und Cystin) bei der von ihm verwendeten Arbeitstechnik (zwei-dimen- 
sional mit Phenol und Kollidin) gew6hnlich nicht gefunden werden, daB bei An- 
wesenheit gr6Berer Mengen jedoch Cysteinsiure und andere wahrscheinlich teil- 
oxydierte Produkte auftreten. Winegard und Mitarbb.*, die unter Verwendung 
eines Phenol-NH;-Gemisches das Verhalten schwefelhaltiger Aminosdéuren auf dem 
Papier untersuchten, geben an, daB das Cystein bei Benutzung dieses Losungs- 
mittels nicht gefunden wird. 

Dagegen beschreiben andere Autoren’ !° lediglich eine Umwandlung des 
Cysteins in Cystin und geben dementsprechend fiir die Aminosaure Cystein 2 Rr- 
Werte an. So findet Toennies? fiir das Cystein einen Ay-Wert von 0,43 (Phenol- 
Isopropanol-Wasser) ,,und einen kleinen grau-blauen Fleck, der dem Cystin zuzu- 
ordnen ist‘. Kirby- Berry und Mitarbb.’® geben fiir Cystein die Rr-Werte 0,57 
und 0,19 an (Phenol gesattigt mit einer waBrigen Lésung von 6,3°% Na-Citrat und 
3.7% KH,PO,). Die Auffindbarkeit des Cysteins wird weiterhin dadurch erschwert. 
daB es — sofern es ttberhaupt auf dem Papier erscheint — eine sehr viel schwa- 
chere Reaktion mit Ninhydrin gibt als andere Aminosiuren und die nach Behand- 
lung mit dem Reagens sichtbar werdenden braunen Flecken nicht die Konstanz 
und scharfe Begrenzung anderer Aminosauren erreichen, da trotz Einhaltung iden- 
tischer Versuchsbedingungen das Ausmaf der Oxydation des Cysteins zu Cystin 
wahrend der Chromatographie in weiten Grenzen schwanken kann. 

Man hat diese Schwierigkeiten dadurch zu beheben versucht, daB man das 
Cystein vor der Papierchromatographie in eine stabile oxydationsunempfindliche 
Verbindung iiberfiihrt. So empfehlen Consden! und Sorm! eine Oxydation des 
Cysteins mit Brom oder Wasserstoffperoxyd zu Cysteinsiure, doch hat van Hal- 
teren!’ im Verlauf der Oxydation mit Brom die Entstehung von Kunstprodukten 
bei Anwendung dieser Methode auf Aminosiiuregemische beschrieben, so daB die 
irkennung und Bestimmung anderer Aminosiuren neben dem Cystein beein- 
trachtigt wird. 

Aus dem papierchromatographischen Nachweis von Cystein und 
Cystin war daher nicht ohne weiteres auf das Vorliegen dieser beiden 
Substanzen im Tapetumgewebe zu schlieBen. Denn es war ebensogut 


3 A. J.P. Martin, Ann. N. Y. Acad. Sci. 49, 258 [1948]. 

4(C, E. Dent, Biochem. J. 43, 169 [1848]. 

> H.R. Benthley u. J. K. Withehead, Biochem. J. 46, 343 [1950]. 

® R. Consden, A.H.Gordonu. A. J. P. Martin, Biochem. J. 38, 224 [1946 

* P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261 [1950]. 

SH. M. Winegard, G. Toennies u. R. J. Block, Science [New York] 108, 
506 [1948]. 

® G. Toennies u. J.J. Kolb, Analytic. Chem. 28, 823 [1951]. 

10H. Kirby-Berry, H. E.Sutton, L. Cain u. J.S. Berry, Univ. Texas 
Publ. No. 5109, 35 [1951]. 

1 R. Consden, A. H.Gordon u. A.J. P. Martin. Biochem. J. 40, 580 








[1946]. 
2 F. Sorm u. B. Keil, Collect. ezechoslov. chem. Commun. 16, 366 [1951]. 
13M. B. van Halteren, Nature [London] 168, 1090 [19511. 
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moglich, daB bei saurer Elution, zum Teil auch erst waihrend der Chro- 
matographie, als Folge der Hydrolyse von Zink-cystein ein Ubergang von 
Cystein in Cystin stattfand, so daB am Ende der Aufarbeitung Gemische 
wechselnder Anteile von Zink-cystein und Zink-cystin anfielen. Fiir die 
Wahrscheinlichkeit derartiger Umwandlungsvorgiange bei saurer Elution 
sprach auch ein Extraktionsversuch mit Dithizon: Ein schwach saures 
Membranfiltrat, gewonnen aus dem salzsauren Eluat des Silberfuchs- 
Tapetums, wurde durch wiederholtes Ausschiitteln mit Dithizon in 
Kohlenstofftetrachlorid voéllig entzinkt. Dabei blieb in der waBrigen 
Phase reines Cystin zuriick, das urspriinglich ebenfalls vorhandene 
Cystein war nicht mehr nachweisbar. 

Elution unter Cystein-Schutz. Um die urspriinglich vor- 
liegende Zinkverbindung unverandert zu fassen, kam es deshalb darauf 
an, bei ihrer [solierung aus den Tapetum-Trockenpulvern eine etwaige 
Umwandlung von Cystein in Cystin méglichst zu vermeiden. Dies er- 
reichten wir auf zwei Wegen: 

1. Milde alkalische Elution: Bei allmahticher tropfenweiser Zugabe 
von 0,01l-r. NaOH zu dem in wenig Wasser suspendierten Tapetum- 
pulver geht die Zinkverbindung langsam in Lésung, wobei der py 
zwischen 7,6 und 7,9 schwankt. In diesem py-Bereich ist, wie Modell- 
versuche zeigten, eine Hydrolyse der Zn-S-Bindung nicht anzunehmen. 
Nach Membranfiltration des schwach alkalischen Eluates laBt sich durch 
Kinstellen des py auf 7,0 ein stark zinkhaltiger Niederschlag abscheiden. 
Er besitzt mit etwa 31%, Zink einen wesentlich h6heren Zinkgehalt 
als die durch saure Elution (s. 0.) gewonnenen Fraktionen; sein Schwefel- 
gehalt (rd. 15°.) entspricht dem obengenannten, in den Tapetumpulvern 
ermittelten atomaren Zn:S-Verhaltnis von rd. 1:1. Die Elution mit 
schwachem Alkali verlauft jedoch sehr langsam und nicht vollstandig, 
gréBere Gewebeteilchen werden nur schwer angegriffen oder unvoll- 
standig aufgeschlossen. 

2. Elution mit Ameisensiure: Durch Behandlung der Tapetum- 
Trockenpulver mit einer reduzierenden Saure, welche die Umwandlung 
von Cystein in Cystin hemmt, waren eindeutige Ergebnisse auch bei 
saurer Elution zu erwarten. Ascorbinsdéure erwies sich hierzu als un- 
geeignet, da sie selbst einen schwerloéslichen Zinkkomplex™ bildet. Da- 
gegen konnten wir mit Ameisensiéure die Tapetumpulver sehr rasch 
und vollstandig extrahieren und erhielten nach Abtrennung héhermole- 
kularer Anteile durch Membranfiltration und nach Neutralisation der 
Filtrate zink- und schwefelhaltige Praparate, die auf Grund ihrer Ana- 
lysen — der Zinkgehalt iiberschritt 30°,, der Schwefelgehalt 15% — 
mit den obengenannten, durch milde alkalische Elution gewonnenen 
Praparaten identisch waren. Die nach ameisensaurer Extraktion tiber- 
bleibenden Geweberiickstiinde waren praktisch frei von Zink, Cystein 
und Cystin. 


4G. Weitzel, F.-J.Strecker u. U. Roester, diese Z. 292, 286 [1953]. 
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Papierchromatographie unter Cystein-Schutz. Ebenso wie 
bei der salz- und essigsauren Extraktion der Tapetum-Trockenpulver 
ist, wie oben ausgefiihrt wurde, auch bei der Papierchromatographie der 
erhaltenen Zinkverbindungen zu beriicksichtigen, daB wahrend der Ent- 
wicklung des Chromatogramms eine Umwandlung von Cystein in Cystin 
erfolgen kann. Auf der Suche nach geeigneten Losungsmittelsystemen 
fiir die Papierchromatographie erwies sich — in Anlehnung an die oben- 
genannte ameisensaure Elution der Tapetum-Trockenpulver — eine 
Mischung von Butanol-Ameisenséiure-Wasser als brauchbar, da 
auch hier die Ameisensiure auf Grund ihrer reduzierenden Eigenschaften 
eine Umwandlung von Cystein in Cystin verhindert. Im sauren Milieu 
dieses Losungsmittelgemisches sind die Zink-Komplexe des Cysteins und 
Cystins praktisch vollstaéndig dissoziiert, Cystein und Cystin gleichen 
vollig dem Verhalten der reinen Aminosiuren. Das reine synthetische 
Zink-eystein liefert bei Verwendung von Butanol-Ameisensaure- 
Wasser im Chromatogramm nur einen Substanzfleck, so da man 
entscheiden kann, ob in einer unbekannten Verbindung primar Cystin 
vorliegt, da dessen Entstehung wihrend der Papierchromatographie 
auszuschlieBen ist. 

Ein genauer Vergleich der Tapetumextrakte mit reinem synthe- 
tischem Zink-cystein in diesem Lésungsmittelgemisch zeigt jedoch, dab 
in allen Tapetumextrakten Cystinanteile enthalten sind. Durch Ver- 
gleich mit synthetischen Gemischen lassen sich an Hand der GroBe und 
Farbintensitaét der Cystinflecken die Mengenverhaltnisse Cystein : Cystin 
in den aus Tapetum gewonnenen Praparaten abschitzen. Dabei ergibt 
sich tibereinstimmend, daB bei salz- oder essigsaurer Elution der Cystin- 
anteil hoch (maximal rd. 30°), bei ameisensaurer oder schwach alka- 
lischer Elution der Cystinanteil sehr gering ist. Dies deutet ebenfalls 


Tab. 3. Papierchromatographischer Vergleich verschiedener 
Schwefelverbindungen mit Cystein und Tapetumextrakt (Ar-Werte). 




















2 iin, | ek-Batanot 
a-Picolin | Phenol 4 a Ameisen- 
Ameisen- a 

: saure 

saiure 
Zn-L(+)-Cystein**) ... . 0,67 0,44 0,24 0,42 
Tapetumextrakt**) . . . . . 0,66 0,44 0,24 0,42 
LORRI rs crs. Ao) us, ool os bs 0,29 0,08 *) 0,18 
Panaceiat <4. .<« « » + «> 0,72 0,08 0,05 0,45 
Momocystin ..... .. % 0,30 0,10 0,08 0,32 
Rene Otero 0,55 0,31 0,05 0,28 
(ON Se ee 0,48 0,06 0,04 0,27 
Djenkolsaure . Sas ho ba —— *) 0,10 —* 0,21 
Thiazolidincarbonséure .. . 0,71 0,79 0,22 0,55 
J a a na 0,62 0,77 0,43 0,70 
Glutetinon . ..... 65 «. 0,49 0,52 0,12 0,48 


* Keine verwertbare Fleckenbildung. 
** Zinkanteil hier nicht beriicksichtigt. 
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darauf hin, da zumindest ein sehr groBer Teil des gefundenen Cystins 
erst wihrend der Aufarbeitung entsteht. 
Papierchromatographische Identifizierung der Tape- 
tumextrakte mit Zink-cystein. Zur weiteren Sicherung der Iden- 
titat der Tapetumextrakte mit Zink-cystein wurden diese mit anderen 
bekannten S-haltigen bzw. SH-haltigen Verbindungen papierchromato- 
graphisch verglichen und gegeneinander abgegrenzt. Keine der in Tab. 3 
aufgefiihrten Verbindungen zeigte bei Kontrolle in drei verschiedenen 
Lésungsmitteln ein gleiches Verhalten wie der Tapetumextrakt bzw. das 
Zink-cystein. Tab. 3 gibt die an Hand dreier Chromatogramme gewon- 
nenen Ry-Werte fiir die einzelnen Verbindungen wieder, die jeweils 
simtlich vergleichsweise auf einem Chromatogramm entwickelt wurden. 
Wenn damit auch die Identitaét der Tapetumextrakte mit Zink- 
cystein an Hand der gefundenen Ry-Werte sehr wahrscheinlich gemacht 
werden konnte, so war doch die zusitzliche Anwendung méglichst spe - 
zifischer Farbreaktionen fiir Cystein zur weiteren Sicherung des 
Nachweises wiinschenswert. Von den bisher fiir Cystein bekannten Nach- 
weismethoden wurden vier (A—D in Tab. 4) ausgewahlt und zuniichst 
im Reagenzglasversuch auf ihre Spezifitat fiir Cystein durch Ver- 
gleich mit anderen S-haltigen Verbindungen gepriift. Tab. 4 gibt die mit 
diesen Nachweisreaktionen an 12 verschiedenen Substanzen einschlieB- 
lich eines Tapetumextraktes gewonnenen Ergebnisse wieder und zeigt 


Tab. 4. Spezifitat verschiedener Cystein-Nachweisreaktionen 
(Reagenzglasversuche). 


Reaktion A = Nitroprussidreagens® 

Reaktion B = Dimethyl-phenylendiamin-Reagens nach Fleming!*) 

Reaktion ( = Naphthochinon-sulfonsaure- Reagens nach Sullivan und Hess!*) 
Reaktion D = Azid-Jod-Reagens, modifiziert nach Jacobson") 





Reaktion 








A B Cc D 
Kontrolle UD ae Re ee Hard 
es Ci) i cr -p o -- 
L- Cystin oe ie att ek a CT et Se ae — - -- — 
Zink- L(+)ey eS : > -+ - 
Tapetumextrakt ......... : . r 


Zinkacetat . nae ae ode ee 
B-Mepmienm . . 2... 6 ee) - 
DL-Homocystin . . . . 2... 6 2 a % _ - 
Taurin ., 

Djenkolsaure . siti fo: 
Thiazolidincarbonsdure Pee caer ape ame : 4 
Co Sa ee + , | 
Cysteinsadure 














1 R. Fleming, Biochem. J. 24, 965 | 1930]. 
16 M. Sullivan u. W. Hess, J. biol. Chemistry 117, 423 [1937]. 
17 LL, Jacobson, Methods med. res. Vol. 5, 8. 42. 














202 





Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke u.a., Bd. 299 (1955) 
abermals ein vollig gleichartiges Verhalten von Zink-cystein (bzw. Cy- 
stein) und Tapetumextrakt. 

Die Anwesenheit von Zink schwacht die Reaktion A allerdings deut- 
lich ab, und in Reaktion C wird der rote Farbton der positiven Reaktion 
in einen rotbraunen Farbton abgeandert. Die Reaktion B wird durch das 
Zink nicht beeinfluBt. Im iibrigen laBt sich aus der Tab. 4 ablesen, dab 
nur die Reaktion B fiir Cystein spezifisch ist (soweit es sich um 
die hier gepriiften Verbindungen handelt). Alle anderen Reaktionen 
zeigen auch mit anderen Substanzen positive Ergebnisse. Reaktion D 
empfiehlt sich zwar durch ihre auBerordentliche Empfindlichkeit!®, wird 
in ihrem Wert wegen des unspezifisch positiven Ausfalls jedoch erheblich 
gemindert. 

Fir den papierchromatographischen Nachweis wurden bisher 
nur die Reaktionen A® und D!’ herangezogen, wihrend das in der Reak- 
tion C verwandte Natriumsalz der Naphthochinon-(1.2)-sulfonsiure-(4) als 
universelles Aminosdurereagens!® in Gebrauch ist und neben Cystein auch 
alle anderen Aminoséuren — wenn auch in verschiedenen Farbténungen 

anzeigt. Auf Grund der im Reagenzglas erhaltenen Ergebnisse 
(s. Tab. 4) erschien es lohnend, die fiirC ystein spezifischeReaktion B 
fiir den papierchromatographischen Nachweis des Cysteins einzusetzen. 
Unsere in dieser Richtung durchgefiihrten Versuche ergaben, daB sich 
diese Reaktion auf die Papierchromatographie tibertragen 1éBt und ins- 
besondere auch die dafiir zu fordernde Empfindlichkeit besitzt. Be- 
handelt man ein fertig entwickeltes und getrocknetes Chromatogramm 
mit einer Loésung von Dimethyl-p-phenylendiamin und bespriiht an- 
schlieBend mit einer Eisenchloridlésung, so erscheint das Cystein sofort 
als weiBer Fleck auf rotem Grund. 5 y lassen sich noch einwandfrei er- 
fassen. 

Alle in Tab. 4 angefiihrten Reaktionen wurden mit gleichem Er- 
gebnis auch papierchromatographisch mit den betreffenden Substanzen 
durchgefihrt. 


Struktur der Zinkverbindung 

Zink-cystinat. Wie im vorangehenden Abschnitt ausgefiihrt 
wurde, lieferte die Elution der Tapetum-Trockenpulver mit Salz- und 
Essigsaure einerseits, mit Ameisensaiure und sehr schwacher NaOH ander- 
seits Zinkverbindungen mit verschieden hohem Zink- und Schwefel- 
gehalt. Die Papierchromatographie lieB erkennen, daB es sich jeweils um 
verschieden zusammengesetzte Gemische von Zink, Cystein und Cystin 
handelte. Es war daher zu entscheiden, ob im Tapetum lucidum ur- 
spriinglich ein Gemisch von Zink-cystein und Zink-cystin oder ob Zink- 
cystein allein vorlag. 

Cystin bildet mit Zink einen 1:1-Komplex, den wir praparativ dar- 
stellten (s. Versuchsteil). Seine Zusammensetzung entspricht neben- 


8 F. Feigl, Quant. Anal. spot tests, New York 1947. 
1” PD. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 
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stehender Strukturformel. Der Zinkgehalt betragt 


21,53, der Schwefelgehalt 21,12°, bei einem y (: CH 
a " 1 id ee . = 2 H H 2 
atomaren Zn:S-Verhaltnis = 1:2. Der Komplex | | 
ist in Wasser praktisch unléslich, aber auch von HC—N N—CH 
|-proz. Ameisensadure und 2-proz. Essigséure wird | HmH , 
ee ” ; OC, . SCO 
er nur unvollstandig gelést. Wie Modellversuche \o% \oZ 


ergaben, geht dabei ein erheblicher Teil des 
Zinks in Lésung, wahrend fast das gesamte Cystin 
ungelost zuriickbleibt. 

Diese Eigenschaften stimmen nicht mit denjenigen der im Tapetum 
lucidum vorhandenen Zinkverbindung iiberein. Denn das atomare Zn:S- 
Verhaltnis betragt (s. o.) im Tapetum sehr genau 1:1, nicht 1:2 wie im 
Zink-cystinat. Es kommt hinzu, da8 der Zinkgehalt des Zink-cystinats 
um rd. 10°, niedriger liegt als der durch schonende Methodik, d. h. durch 
milde alkalische oder ameisensaure Elution gewonnenen Praparate aus 
Tapetum lucidum. AufBerdem lésen 1-proz. Ameisensiure und 2-proz. 
Essigsiure bereits in der Kialte die gesamte Zinkverbindung sehr leicht 
aus dem Tapetum-Trockenpulver heraus, ohne dai} Cystin im Gewebe- 
riickstand tiberbleibt. 

Zink-cysteinat. Im Gegensatz dazu gelang es, mit Cystein einen 
Zink-Komplex darzustellen, der sich als identisch mit den durch amei- 
sensaure oder schwach alkalische Elution aus dem Tapetum von Silber- 
und Blaufuchs, gew6hnlichem Fuchs und Hund gewonnenen Praparaten 
erwies. Es handelt sich um einen 1 :1-Komplex mit 32,3°/) Zink und 15,83°/5 
Schwefel, der in Wasser unléslich, jedoch in 1-proz. Ameisenséure und 
2-proz. Essigsiure leicht léslich ist. Das atomare Zn:S-Verhaltnis betragt 
1:1 und stimmt daher mit demjenigen des Tapetum-Trockenpulvers 
(s. 0.) tiberein. Setzt man dieses Zink-cysteinat vor der Aufarbeitung dem 
Tapetumpulver zu, so erhalt man, abgesehen von der héheren Ausbeute, 
das gleiche Endprodukt wie im Parallelversuch ohne Zink-cystein-Zu- 
satz. (Siehe im Versuchsteil.) 

Aus den Analysen laBt sich folgende Strukturformel ableiten: 
Cystein fungiert als dreizahniger chelierender Ligand und entsendet zum 
Zink eine iiberwiegend polare Bindung vom Carboxyl-Sauerstoff, eine 
mehr kovalente Bindung vom Schwefel und eine koordinative Bindung 
vom Stickstoff. Der Komplex enthalt ein sehr fest gebundenes Wasser- 
molekil, welches durch eine weitere koordinative Bindung die Koordi- 
nationszahl 4 fiir Zink vervollstandigt. Die Verbindung konnten wir 
bisher lichtmikroskopisch auch bei stirkster Ver- Ss 
gréBerung nicht als kristallin nachweisen. Neben H.C” 
der abgebildeten monomeren Formel besteht 
die Moglichkeit polymerer Anordnungen, in de- 


Zink-cystinat 


| Fi 
HC—N-—Zn<+OH, 


nen ebenfalls das 1:1-Verhaltnis gewahrt ist, in 
jedoch die drei vom Cystein ausgehenden Bin- SO 


dungen mit verschiedenen Zinkatomen verkniipft Zink-cysteinat- 
sind. monohydrat 1:1 
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Praparativ dargestelltes Zink-cysteinat-monohydrat (1:1) stimmt 
auch im Infrarot-Spektrum mit dem aus Tapetum-Trockenpulver er- 
haltenen Zink-cysteinat iiberein (s. die Abb.). 
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Abb. IR-Spektren von Zink-cysteinat-hydrat (1: 1:1) synthetisch 530 y Substanz/ 
200 mg Kaliumbromid (—); Zink-cysteinat aus Tapetum lucidum vom Silberfuchs 
(scharf getrocknetes Praparat), £00 y Substanz/200 mg Kaliumbromid (~~). 


Quantitativer-jodometrischer Cystein-Nachweis 

Die vorstehend mitgeteilten Ergebnisse sprechen dafir, da ur- 
spriinglich allein oder ganz tiberwiegend Zink-cysteinat (1:1) im 
Tapetum lucidum von Hund und Fuchs vorliegt, und daB das am Ende 
der Aufarbeitung in wechselnden Anteilen gefundene Cystin sekundar 
aus Cystein entstanden ist. Um diesen Befund zu sichern, bestimmten 
wir direkt das im Tapetum enthaltene Cystein mittels der von Kuhn, 
Birkofer und Quackenbusch” angegebenen Mikromethode zur jodo- 
metrischen Titration von SH-Gruppen. Dieses Verfahren ist fiir die Tape- 
tumpulver deshalb geeignet, weil die Bestimmung in 90-proz. Essig- 
siure erfolgt, welche den Zink-Komplex sehr rasch aus dem Tapetum- 
pulver herauslést. Kontrollversuche mit synthetischem Zink-cystein er- 
gaben, daB das von der Essigsiure freigesetzte Cystein quantitativ jodo- 
metrisch erfaBt wird, wobei das anwesende Zink in den hier vorliegenden 
Mengen nicht stért. Cystin bzw. Zink-cystin reagieren dagegen unter den 
angewandten Bedingungen nicht. 

Uber die Ergebnisse der jodometrischen Cystein-Bestimmungen in 
den verschiedenen Tapetumpulvern unterrichtet Tab. 5. 

Unter der Annahme, daB lediglich Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1) im 
Tapetum vorliegt, kann man aus dem Zinkgehalt der einzelnen Tapetum- 
proben den dazugehérigen Cysteingehalt berechnen und diesen mit dem 
jodometrisch gefundenen Cysteingehalt vergleichen. Aus Tab. 5 geht 
hervor, daB der aus den Zinkanalysen berechnete und der jodometrisch 


20 R. Kuhn, L. Birkofer u. F. W. Quackenbusch., Ber. dtsch. chem. Ges. 
72, 407 [1939]. 
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Tab. 5. Jodometrische Cysteinbestimmung” in Tapetum-Trockenpulvern 
(Vergleich mit den aus den Zinkanalysen berechneten Cysteinwerten). 




















Zink- Cysteingehalt in % 
Tierart Tapetum-Fraktion a aus Zinkanalyse | jodometrisch 
3 berechnet gefunden 
Silberfuchs Gesamt-Tapetum 18,67 34,74 34,43 
Silberfuchs Tapetum A 19,01 35,37 37,33 
Blaufuchs Tapetum A 16,45 30,61 32771 
Blaufuchs Tapetum B 10,34 19,24 18,31 
vew. Fuchs Gesamt-Tapetum 16,50 30,70 30,83 
Hund Gesamt-Tapetum 10,82 20,13 18,87 





ermittelte Cysteingehalt mit einer fiir biologische Verhialtnisse itiber- 
raschend guten Genauigkeit tibereinstimmen. Wenn neben Zink-cystein 
zugleich nennenswerte Mengen von Zink-cystin vorhanden waren, so 
miBte der jodometrisch gefundene Cysteingehalt wesentlich unter dem 
aus der Zinkanalyse berechneten Cysteingehalt liegen. Dies laBt sich auch 
im Modellversuch zeigen: Bei der jodometrischen Titration synthetischer 
Gemische von Zink-cystein und Zink-cystin entspricht die verbrauchte 
Jodmenge dem vorhandenen Cystein, wahrend Cystin nicht erfaBt wird 
(siehe Versuchsteil). 


Umwandlung in Zink-thiazolidin-carboxylat 


Nach dem quantitativ-analytischen Cystein-Nachweis mittels Jodo- 
metrie und nach den papierchromatographischen Befunden war es wiin- 
schenswert, die Anwesenheit von Cystein im Tapetum auch durch Um- 
wandlung in ein chemisches Derivat zu sichern. Modellversuche 
zeigten, daB die Reaktion zwischen Cystein und Formaldehyd, welche zu 
Thiazolidin-carbonsdaure fihrt?!-?8, im schwach sauren Milieu auch 
mit Zink-cysteinat ablauft. 

Cystin®? bzw. Zink-cystin geben die Reaktion dagegen nicht. Wir 
synthetisierten Thiazolidincarbonsaure und stellten fest, daB diese selbst 
einen stabilen, kristallisierten Zink-Komplex bildet, in welchem zwei 
Sauremolekiile auf ein Zinkatom entfallen. Wir schreiben dem bisher 
nicht bekannten Komplex folgende Strukturformel zu: 


H,C—S S—CH, 
l wm, Bec | 
HC—NH“ SHN—CH-: 2 H,0 
l >Zn+— | 
OC—O 0—CO 


Zink-thiazolidin-carboxylat (1:2)-dihydrat 


21M. Schubert, J. biol. Chemistry 111, 671 [1935] u. 114, 341 [1936]. 

22 §. Ratner u. H. T. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937 ]. 

23 R. D. Strickland, EK. L. Martin u. J. L. Riebsomer, J. biol. Chemistry 
207, 903 [1954]. 
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Durch Behandlung schwach saurer Tapetumextrakte mit Formal. 
dehyd gelang es, die Bildung von Thiazolidincarbonsiure papierchroma 
tographisch nachzuweisen und durch Neutralisation der Losung da 
thiazolidincarbonsaure Zink auszufallen. Dabei wird jedoch die Halfte 
des vorhandenen Zinks iiberschiissig, denn der 1:1-Komplex des Cy. 
steins geht in den 1:2-Komplex der Thiazolidincarbonsaure tiber. Bein. 
Neutralisieren ging daher der Abscheidung des Zink-thiazolidin-carboxy- 
lates eine Ausflockung von Zinkhydroxyd voraus, welches abgetrennt 
wurde. 













































Besprechung der Ergebnisse 

Bei der Extraktion der Tapetum-Trockenpulver mit Saéuren be- 
stand die Méglichkeit, daB nur das Zink als Salz der extrahierenden Siéure 
in Losung ging, wahrend der urspriinglich mit dem Zink im Tapetum 
verbundene Rest ungelést zuriickblieb. Dieser Fall lag, wie die Unter- 
suchung der Eluate und der extrahierten Geweberiickstande zeigte, nicht 
vor; vielmehr wurde der zum Zink gehdrende Ligand ebenfalls gelést. 
wodurch bei saurer Elution bis zu drei Viertel der eingesetzten Tapetum- 
substanz in Lésung gingen. Die Eluate passierten Kollodiummem- 
branen, wobei nur sehr geringe Anteile der gelésten Substanzmengen von 
der Membran zuriickgehalten wurden, so daf als Liganden des Zinks 
héhermolekulare Anteile ausschieden. Die gewonnenen Endprodukte 
enthielten in ganz gleichartiger Weise bei Silber- und Blaufuchs, ge- 
wohnlichem Fuchs und Hund Gemische von Zink-cystein und 
Zink-cystin. 

Ein erheblicher Teil der weiteren Untersuchungen diente zur Kla- 
rung der Frage, in welchen Mengenverhaltnissen im Tapetum selbst 
Cystein und Cystin vorhanden sind. Die Hydrolyse von Zink-cystein 
fiihrt zur Freisetzung von SH-Gruppen und gestattet damit den Uber- 
gang in Zink-cystin. DaB Cystin sehr schwerlésliche Metallkomplexe 
bildet, ist seit langem bekannt; Ray und Bhaduri* z. B. benutzten es 
neuerdings als analytisches Reagens zur Bestimmung von Zink, Kupfer, 
Kadmium, Kobalt und Nickel. Unsere vorstehend mitgeteilten Ergeb- 
nisse sprechen dafiir, daB urspriinglich nicht Zink-cystin im Tapetum 
vorliegt, sondern daB es erst wahrend der Aufarbeitung aus Zink-cystein 
entsteht. Das atomare Zn: S-Verhaltnis in den Tapetum-Trockenpulvern, 
die Eluierbarkeit mit 1-proz. Ameisensiure und 2-proz. Essigsiéure, die 
Analysen der gewonnenen Zinkverbindung nach Extraktion unter SH- 
Schutz, die ausgedehnte papierchromatographische Differenzierung zwi- 
schen Cystein und Cystin sowie die quantitative jodometrische Cystein- 
bestimmung fihren alle in gleicher Weise zu dem SchluB, daB im Tape- 
tum lucidum von Hund und Fuchs Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1) 
vorhanden ist. 

Bisher gelang es uns noch nicht, aus Tapetum lucidum ein Zink- 
eysteinat-hydrat (1:1:1) zu isolieren, welches den theoretischen Zink- 


4 P. Ray u. A. Bhaduri, J. Indian. chem.. Soc. 27, 297 [1950]. 
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gehalt von 32,28°, besitzt und vollig frei von Cystin ist. Unsere unter 
Cystein-Schutz erhaltenen Praparate liegen in ihrem Zinkgehalt 1,5—2%, 
unter dem theoretischen Zinkwert und lassen papierchromatographisch 
noch einen geringen Cystin-Gehalt erkennen. Da Zink-cystin einen um 
fast 11°, geringeren Zinkgehalt besitzt als Zink-cystein, beruhen die 
etwas zu niedrigen Zinkwerte unserer aus Tapetum gewonnenen Zink- 
cysteinate offenbar auf dem beigemengten Anteil von Zink-cystinat. 
Vermutlich entstehen auch diese Cystinanteile trotz SH-Schutz groBten- 
teils wahrend der Aufarbeitung, denn die jodometrische Cysteinbestim- 
mung an den Tapetumpulvern, bei welcher der Aufarbeitungsgang (siehe 
Versuchsteil) sehr kurz ist, liefert Cysteinwerte, die den aus der Zink- 
analyse berechneten Werten sehr nahe kommen.  SchlieBlich bleibt 
noch die Méglichkeit, daB als Folge postmortaler Vorginge geringfiigige 
Umwandlungen von Cystein in Cystin stattfinden, so daB schon vor der 
Aufarbeitung in unseren Tapetumpulvern nicht mehr ganz reines Zink- 
cysteinat vorliegt. 

Das von uns praparativ dargestellte Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1), 
dem wir die oben angegebeneStrukturformel (8. 203) zuschreiben, scheint 
bisher noch unbekannt gewesen zu sein. In der Literatur konnten wir 
weder diese Strukturformel noch eine Beschreibung des Komplexes 
finden. Lediglich Eisenbrand und Wegel*®® schlossen aus elektro- 
metrischen Titrationen auf die Existenz eines Zink-Cystein-1:1-Kom- 
plexes, ohne jedoch die Verbindung zu isolieren. 

Daf wir diesen Komplex ohne Aufspaltung in seine Komponenten 
mit sehr schwachem Alkali aus dem Tapetum eluieren konnen, beruht 
vermutlich darauf, da8 dabei eine Offnung der Bindung zwischen Zink 
und Carboxyl unter Bildung von Natrium-carboxylat und Zn-OH er- 
folgt, ohne daB die tibrigen Bindungen des Komplexes, besonders die 
Zn-S-Bindung, geéffnet werden. Dadurch kann bei Neutralisation die 
urspriingliche Bindung zwischen Zink und Carboxyl wiederhergestellt 
und der intakte Komplex zuriickgebildet werden. 

Theoretisch besteht die Méglichkeit, daB das fest gebundene Wasser- 
molekiil, welches im Zink-cysteinat die Koordinationszahl 4 vervoll- 
stindigt, im nativen Tapetumgewebe durch andere passende Liganden 
ersetzt ist. An Stelle von HOH konnten andere koordinierende Gruppen 
wie z. B. freie Aminogruppen von Proteinen oder der Imidstickstoff von 
Peptidbindungen vorhanden sein. Diese Méglichkeit ist deshalb sehr un- 
wahrscheinlich, weil derartige Gruppen dann in erheblichen Mengen, 
nimlich im aquimolaren Verhaltnis zum Zink, auftreten miBten. Weder 
in den Eluaten noch in den extrahierten Geweberiickstanden oder in 
deren Hydrolysaten wurden hierfiir Anhaltspunkte gefunden. 


% J. Kisenbrand u. F. Wegel, diese Z. 268, 26 [1941]. 
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Beschreibung der Versuche 


Praparation: Eréffnen des Augapfels, Entfernen von Glask6rper und Linse. 
Abziehen der Netzhaut, Aufteilen der Aderhaut in Tapetumbezirk und tapetum- 
freie Aderhaut, Abheben des Tapetumgewebes von der dahinterliegenden Aderhaut. 
Bei einem Teil der Augaipfel wurden zunichst die vordersten Tapetumschichten 
gesondert prapariert (= Tapetum A), danach die riickwartigen Tapetumschichten 
(= Tapetum B) von der dahinterliegenden Aderhautpartie abgetrennt. Einlegen 
der praparierten Gewebeteiie in Aceton. — Abfiltrieren des Acetons, Trocknen des 
Riickstandes im Vak.-Exsiccator, Pulverisieren. Die Anzahl der praparierten Aug- 
apfel sowie die Ausbeuten an Aceton-Trockenpulvern zeigt Tab. 1. 

Zinkanalysen: Zumeist lagen so zinkreiche Priparate vor, daB nach Ver- 
aschen der Probe mit konz. Schwefelsiure die Komplexonmethode nach Flaschka** 
anwendbar war. Andernfalls erfolgte die Zinkanalyse nach der von uns ausgear- 
beiteten Mikromethode zur Bestimmung von Zink in biologischem Material?’. 

Phosphoranalysen: Veraschen der Probe mit Schwefelsiure/Salpetersiure 
im Kjeldahl-Kolben, kolorimetrische Bestimmung des Phosphors mit Hilfe der 
Molybdanblau-Reaktion nach der Methode von H. Roth*. 

Schwefelanalysen: Die Schwefelbestimmungen wurden von Dr. O. Pfundt 
(Organisch-Chemisches Institut der Univ. Géttingen) mit der von Wagner und 
Biihler®® modifizierten Pregl’schen Apparatur ausgefiihrt, wobei jedoch die ent- 
standene Schwefelsaure einschlieBlich dem bei der Verbrennung von Zinkverbin- 
dungen im Schiffchen hinterbleibenden Riickstand konduktometrisch mit 
m/100-BaCl, titriert wurde. 

Die in den einzelnen Aceton-Trockenpulvern gefundenen Zink-, Phosphor- 
und Schwefelwerte finden sich in Tab. 2. 

Zink-cystinat (1:1): 240 mg (1 mMol) Cystin léste man in 240 cem Wasser 
unter Zusatz von 1-n.HCl und gab 136 mg (1 mMol) Zinkchlorid dazu. Die saure 
Lésung wurde mit 1-n.NaOH auf py 6 gebracht, wobei etwa ab py 5,4 ein amorpher 
Niederschlag ausfiel. Dieser wurde abzentrifugiert, zweimal mit Wasser, einmal mit 
Aceton und Ather gewaschen und im Vak.-Exsiccator iiber Diphosphorpentoxyd 
getrocknet. Das Praparat war wasserfrei. 

3,541, 5,450 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsaure (0,25 ccm) 
1,161 bzw. 1,784 cem 0,01-m. Komplexon-IJ1-Lésung. 4,490 mg Sbst.: 0,361 cem 
N, (korr.), 22°, 743 mm (red.). — 5,412 mg Sbst. verbr. 3,48 ccm BaCl,-Lésg. (leem 

0,329 mg $). 
C,H,,O,N.S,Zn (303,66) Ber. Zn 21,53 N 9,23 8 21,12 
Gef. Zn 21,44, 21,40 N9,10 S 21,1 


Unloéslich in Wasser, léslich in 1-n.HCl. Léslichkeit in 1-proz. Ameisensiure 
bzw. 2-proz. Essigsiure: 100 mg Zink-cystinat bedeckt mit je 10 cem Ameisen- 
bzw. Essigséure, 2 Stdn. unter gelegentlichem Umschiitteln stehen gelassen, ab- 
zentrifugiert, zweimal mit je 5 cem Wasser gewaschen, zweimal mit Aceton, einmal 
mit Ather nachgewaschen. Im Ameisenséure-Versuch blieben 66,7 mg fast zink- 
freie Substanz ungelést zuriick, wahrend 97% des gesamten Zinks sich in der Lésung 
befanden. Im Essigsiure-Versuch blieben 71 mg mit einem Zinkgehalt von 4,8% 
als ungeléste Substanz zuriick, das restliche Zink befand sich in der Lésung. 

Zink-cysteinat (1:1): 1,76 g (0,01 Mol) Cystein-hydrochlorid (+ 1H,0) 
léste man in 100 cem Wasser und gab 1,36 g (0,01 Mol) Zinkchlorid dazu. Die 
klare saure Lésung versetzte man nach und nach unter leichtem Schiitteln oder 
Riihren mit einer Lésung von 1,2 g (0,03 Mol) Natriumhydroxyd in 100 cem 


26 -H. Flaschka, Mikrochemie 39, 38 [1952]. 
27 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
28H. Roth, Mikrochemie 31, 292 [1944]. 

°° H. Wagner u. F. Biihler, Mikrochemie 36/37, 641 [1951]. 
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Wasser. Der sofort ausfallende amorphe Niederschlag wurde abzentrifugiert und 
mit Wasser, Aceton und Ather gewaschen. 

7,040, 3,122, 3,679 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsiure 
3,485, 1,550 bzw. 1,840 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. — 4,849, 4,800 mg 
Sbst.: 0,295, 0,291 ccm N, (korr.), 23°, 21°, 743 mm, 740 mm (red.). — 5,025 mg 
Sbst. verbr. 2,42 ccm BaCl,-Lésg. (1 com = 0,329mgS). — 29,947 mg Sbst.: 
48 Stdn. bei 104° und 0,05 mm; Gewichtsverlust: 2,598 mg. 

C3;H,O,NSZn-H,0 (202,53) 

Ber. Zn 32,28 N 6,92 H,0 8,90 S 15,83 

Gef. Zn 32,36, 32,46, 32,55 N 6,86, 6,85 H,O 8,68 8S 15,8 


Extraktion der Tapetum-Acetontrockenpulver 

A. Mit HCl: Man behandelte z. B. 200 mg Trockenpulver (Zinkgehalt 16,7%) 
aus dem Gesamt-Tapetum vom Silberfuchs zweimal mit je 5 ccm 0,05-n. HCl, wobei 
man die Saure je 20 Min. einwirken lie8 und den Ansatz im Wasserbad bis max. 50° 
erwarmte. Abzentrifugieren und Waschen des Riickstandes zweimal mit je 2ccm 
Wasser, einmal mit Aceton und Ather. Der getrocknete tiefschwarze Riickstand 
(Aderhautpigment!) enthielt weniger als 0,2% Zink. Ausb. 55 mg. 

Die salzsaure Lésung wurde mit 0,l-n.NaOH auf pq 5,0 gebracht und bei 
500 mm Hg durch Kollodiumhiilse filtriert. Beim Neutralisieren des Filtrates fiel 
bei pp 5,8—6,2 ein Niederschlag aus, der abzentrifugiert und mit Wasser, Aceton 
und Ather gewaschen wurde. Ausb. 81 mg. Zinkgehalt: 23,72%. N-Gehalt: 6,09%. 
Als Nachfallung erhielt man nach geringem Aceton-Zusatz 18 mg mit 19,87% Zink 
und 7,17% N. Erhéhung des Acetonzusatzes auf 80% fiihrte zu einer Fallung, die 
Zink und Stickstoff praktisch nicht mehr enthielt. 

Die salzsaure Elution weiterer Tapetum-Praparate fiihrte zum gleichen Er- 
gebnis; als Zinkwerte der Endprodukte erhielt man z. B. in zwei Extraktionen von 
Silberfuchs-Tapeta 24,17 bzw. 24,45%, vom Fuchs-Tapetum 19,76% und vom 
Hunde-Tapetum 19,37%. 

Papierchromatographisch ergab sich iibereinstimmend, da8 Cystein-Cystin- 
Gemische vorlagen. 

B. Mit Ameisensiure: 50 mg Tapetum-A-Trockenpulver vom Blaufuchs, 
zweimal mit je 5 ccm 1-proz. Ameisenséure in gleicher Weise behandelt, wie oben 
bei A) unter salzsaurer Extraktion beschrieben. 

Riickstand praktisch zinkfrei. 

Das ameisensaure Eluat wurde bei py 4,8 durch Kollodiumhiilse filtriert 
(500 mm Hg) und das Membranfiltrat mit 0,5-n. ‘NaOH auf pu 7 gebracht. Abzen- 
trifugieren des Niederschlags, Waschen mit Wasser, Aceton und Ather, Trocknen 
im Vak.-Exsiccator. Ausb. 21 mg. 

4,707 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsiure 2,180 ccm 
Komplexon-Lisung (0,01-m.). 4,286 mg Sbst.: 0,272 com N, (korr.), 25°, 747 mm 
(red.). 

Ber. fiir Zink-cysteinat-hydrat Zn 32,28 N6,92 Gef. Zn 30,28 N 7,15 

Die Papierchromatographie zeigte das Vorliegen hoher Cystein-, geringer 
Cystin-Anteile an. Entsprechende Extraktionen mit Ameisensiure vom Tapetum- 
Trockenpulver des Silberfuchses lieferten iibereinstimmende Ergebnisse. 

C. Mit schwachem Alkali: Es wurden z. B. 200 mg Trockenpulver (Zink- 
gehalt 16,7%) des Gesamt-Tapetums vom Silberfuchs in 2 com Wasser suspendiert 
und 0,01-n. NaOH tropfenweise zugegeben bis pq 7,9. 20 Min. im Wasserbad von 
50°, py sank auf 7,2, erneut 0,01-n.NaOH zugegeben bis py 7,9, wiederum im 
Wasserbad auf 50° erwirmt u.s. f. Abzentrifugieren der alkalischen Lésung, 
Waschen des Riickstandes mit Wasser, Aceton und Ather. 

Riickstand: 95 mg, die neben tiefschwarzen auch noch grau-weiBe Anteile 
ungelést enthielten. Zinkgehalt noch 10,0%. 
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Eluat: py 7,8, 12 ccm, Unterdruckfiltration durch Kollodiumhiilse (4 Stdn.) 
Filtrat auf pg 7,0 gebracht. Die entstandene Ausflockung wurde durch Zugabe von 
Aceton (50%) verstarkt, Abzentrifugieren des Niederschlags, Waschen mit Wasser, 
Aceton und Ather. Ausb. 35 mg. 

1,650 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsiure 7,754 ccm 
0,001-m. Komplexon-ITI-Lésung. 

3,981 mg Sbst.: 0,237 ccm N, (korr.), 22,5°, 747 mm (red.). — 5,389 mg Sbst. 
verbr. nach Verbrennung 2,54 ccm BaCl,-Lésung, von der | ccm 0,327 mg Schwefe! 
entsprach. 

Fiir Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1): 

Ber. Zn 32,28 N6,92 S15,83 Gef. Zn 30,73 N6,76 S 15,40 

Papierchromatographie: Hoher Cystein-, geringer Cystin-Anteil. 


Zinksalz der Thiazolidin-carbonsaure-(4) 

Die freie Sure wurde nach Ratner und Clarke® dargestellt; nach zwei- 
maliger Umkristallisation aus Wasser Schmp. 200°; Sintern und Zersetzung beil97°. 

Zinksalz: 665,5mg (5mMol) Thiazolidincarbonsaure léste man in 
50 ccm heiBem Wasser; py der Lésung: 4,0. Nach Zusatz von 313,5 mg (2,5 mMol) 
Zinkcarbonat wurde heiB abfiltriert; py des Filtrates 6,3. Im Kihlschrank bildeten 
sich groBe Aggregate rhombischer Blattchen, die, an der Luft getrocknet, sich von 
240° ab braun farbten und bei 330° noch nicht geschmolzen waren. 

7,369 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsiure 2,036 ccm 
0,01-m. Komplexon-ITI-Lésung. 

5,685 mg Sbst.: 5,50 mg CO,, 2,35 mg H,O. — 4,601 mg Sbst.: 0,315 cem N, 
(korr.), 24°, 732 mm (red.). — 4,322, 3,891 mg Sbst. verbr. nach Verbrennung 2,28, 
2,06 ccm BaCl,-Lésung. — 32,976 mg Sbst. 24 Stdn. bei 0,1 mm, 125° tiber P,O;; 
Gewichtsverlust: 3,154 mg. 

Zink-thiazolidin-carboxylat-(4)-dihydrat C,H,,0,N.S8,Zn (365,73) 


Ber. Zn 17,88 C 26,27 H4,41 N7,66 8S 17,53 H,0 9,85 
Gef. Zn 18,06 C2640 H4,63 N7,58 8 17,35, 17,40 H,O 9,57 


Eine Suspension von 500 mg Zink-cysteinat (1:1) in 10 cem H,O, dazu 1 cem 
40-proz. Formalin, mit 1-n. HCl auf py 4,0 gehalten, ging innerhalb von 48 Stdn. 
vollig in Lésung. Bei vorsichtigem Einengen schied sich Zinkhydroxyd ab, bei wei- 
terem Einengen und Athanolzusatz fiel Zink-thiazolidin-carboxylat aus. 

Aus 70 mg Aceton-Trockenpulver vom Gesamt-Tapetum des Silberfuchses, 
mit HCl eluiert, erhielt man Zinkverbindung, wie oben beschrieben. Das Produkt 
léste sich in 2 cem Wasser und 0,5 ccm 40-proz. Formalinlésung fast vollig (py 5,8). 
Nach Abfiltrieren des Ungeldésten, lieB man das Filtrat 12 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur stehen und neutralisierte vorsichtig. Das abgeschiedene Zinkhydroxyd 
wurde abzentrifugiert und die klare Lésung mit Athanol versetzt. Der entstandene 
krist. Niederschlag konnte durch Papierchromatographie (r-Werte s. Tab. 3) °'s 
Zinksalz der Thiazolidin-carbonséure-(4) identifiziert werden. Ebenso wurde bereit 
wahrend der Einwirkung des Formaldehyds an einer Probe der Lésung die ent- 
standene Thiazolidincarbonsaiure papierchromatographisch nachgewiesen. 


Jodometrische SH-Gruppenbestimmung 

A. In Tapetum-Pulvern: Proben von je 10—15 mg der Tapetum-Aceton- 
Trockenpulver wurden mit je 3 ccm 90-proz. Essigsiure versetzt, leicht erwarmt 
und iiber kleine Glasfilternutsche abfiltriert. Waschen des Riickstandes mit etwa 
l ccm 90-proz. Essigsiure. Jodometrische SH-Bestimmung im Filtrat nach der 
Methode von Kuhn und Mitarbb.”°. 

B. Kontrollversuche: 4,929 mg Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1) verbrauchten 
5,99 cem 0,004-n. Jodlésung. Cystein ber. 2,96 mg, gef. 2,90 mg = 97,9%. 
7,999 mg Zink-cystinat (1:1) verbrauchten 0,00 cem 0,004-n. Jodlésung. 
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Ein Gemisch aus 1,220 mg Zink-cystinat (1:1) und 4,327 mg Zink-cysteinat- 
hydrat (1:1:1) verbrauchte 5,02 cem 0,004-n. Jodlésung. Cystein ber. 2,60 mg, 
ef. 2,54 mg = 97,8%. 

Ein Gemisch aus 2,019 mg Zink-cystinat (1:1) und 3,170 mg Zink-cysteinat- 
hydrat (1:1:1) verbrauchte 3,74 ccm 0,004-n.Jodlésung. Cystein ber. 1,90 mg, 
gef. 1,89 mg = 99,8%. 

Kontrollversuch: Tapetumextraktion nach Zusatz von Zink- 
cystein 

150 mg Tapetum-Trockenpulver B vom Silberfuchs, vermischt mit 50 mg 
synthet. Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1). Elution mit 25ccm 2-proz. Ameisen- 
siure, Membranfiltration und Gewinnung der Zinkverbindung wie oben beschrieben. 
Ausb. 95 mg. 

4,149 mg Sbst. verbr. nach Veraschen mit konz. Schwefelsiure 1,960 ccm 
0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

3,659 mg Sbst.: 0,231 cem N, (korr.), 747 mm (red.), 22°. — 1,380 mg Sbst. 
verbr. 0,67 ccm BaCl,-Lésg. (1 cem = 0,329 mg S$). 

Ber. fiir Zink-cysteinat-hydrat (1:1:1) 

Ber. Zn 32,28 N6,92 S 15,83 

Gef. Zn 30,89 N7,18 S 16,0 

Papierchromatographie: Fast reines Zink-cystein, Spuren Cystin. Jodo- 
metrische SH-Gruppenbestimmung: 3,750 mg Sbst. verbr. 4,10 cem 0,004-n. Jod- 
lésung. 

Cystein aus gefundenem Zinkgehalt ber.: 2,146 mg, Cystein jodometrisch 
gefunden: 1,984 mg = 92,4%. 

Das gefundene Cystein (1,984 mg) entspricht 3,344 mg Zink-cysteinat-hydrat. 
Das restliche Zink (87 y) entspricht 0,404 mg Zink-cystinat (1:1). Summe der 
beiden Zinkverbindungen: 3,748 mg gegeniiber einer Einwaage von (s.0.) 3,750 mg. 


Papierchromatographie 


Tab. 6. Ry-Werte der aus Tapetumextrakten gewonnenen Zinkverbindungen. 

















Lésungsmittel Zn?@ Cystin Cystein 
Phenol : Wasser 80: 20 0,02 —0,06 0,09—0,13 0,42 —0,48 
\-Picolin : Wasser 60 : 40 0,71 —0,77 0,29 —0,32 0,67 —0,71 
n-Propanol: Wasser 70: 30 nicht scharf 1 9,09—-0,11 | 0,42—0,05 
vegrenzt 
Aceton : Wasser 60: 40 mit nicht scharf . - - 
5 1,21 —0,2 0,74—0, 
0,5% Harnstoff begrenzt Sen ae siecle 
sck,-Butanol : Ameisensaéure 0,43—0,47 - ax x 
> Soe re fe eee ’ : ne 0,41 —0,4é 
(88-proz.) : Wasser 75:15: 10 Schwanzbldg. a eee 
prim.-Butanol: Ameisensaure 0,11—0,14 2 1.06 *)| 0.24 0.26 
(88-proz.) : Wasser 75:15: 10 Schwanzbldg. ae ee 
\-Picolin : Wasser + 1% Ascor- = ae ee ae - 
, T / : 0 
binsaure O71 —O77 ) .67 —0,71 
* Nicht vorhanden bei synthetischem Zink-cystein, in wechselnder, geringer Menge vorhanden 


bei Tapetumextrakten. 
** Cystin niemals auffindbar. 


Die in Tab. 6 fiir die aus Tapetumextrakten gewonnenen Zinkverbindungen 
gegebenen Ry-Werte stimmen mit denjenigén von synthet. Zink-cystein tiberein 
bis auf das Butanol-Ameisenséure-Wasser-Gemisch, in welchem synthet. Zink- 
cystein keinen Cystinfleck liefert. 


15* 
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Auftragen der Substanzen: Nach Lésen der Zinkverbindung in 0,1-n. HCl 
sofort 10 y auftragen und trocknen lassen. 

Alle Lésungsmittel frisch destilliert, Phenol im Vak. iiber Zinkstaub destilliert. 
Aufsteigende Technik, Papier Schleicher & Schiill 2043b, mit Salz- und FluBsiure 
gewaschen. p 

Reagenzien: Zinknachweis durch Bespriihen mit einer 1-proz. Lésung von 
Dithizon in Chloroform. 

Ninhydrinreagens (200 mg Ninhydrin, gelést in 95 Tln. Butanol und 5 Tin. 
einer 2-n. Essigsiure); Natriumazid-Jod-Reagens in der Modifikation nach 
Jacobson"; Nitroprussidreagens nach Toennies und Kolb’. 

Natriumsalz der Naphthochinon-(1.2)-sulfonsiure-(4) als Reagens nach 
Miiting’*. Dimethyl-phenylendiamin: 0,2-proz. Lésung in 0,05-n. HCl, Bespriihen 
und anschlieBend mit 2-proz. Lésung von Eisen(III)-chlorid behandeln. Es ent- 
stehen weiBe Flecken auf rotem Grund. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


In Aceton-Trockenpulvern des Tapetum lucidum der Augen vom 
Hund, gewoéhnlichem Fuchs, Silber- und Blaufuchs fanden sich 10—19% 
Zink und 5,4—9,8% Schwefel. Das atomare Zn:S-Verhaltnis entsprach 
in den einzelnen Praparaten meist recht genau 1:1. 

Die im Tapetum enthaltene Zinkverbindung erwies sich als niedrig- 
molekular; Elution der Trockenpulver mit Saiuren lieferte Gemische von 
Zink-cystein und Zink-cystin. Elution unter Cystein-Schutz — mit 
Ameisensiiure oder mit sehr schwachem Alkali — lieferte fast reines 
Zink-cystein. 

Durch Analysen und durch Papierchromatographie der aus dem 
Tapetum isolierten Zinkverbindungen, durch direkte jodometrische Ti- 
tration der im Tapetum-Trockenpulver mit Essigsiure freigemachten 
SH-Gruppen, durch vergleichende Untersuchungen an synthetischem 
Zink-cystein und Zink-cystin lieB sich zeigen, daB die im Tapetum luci- 
dum von Hund und Fuchs enthaltene Zinkverbindung mit Zink-cy- 
steinat-hydrat (1:1:1) identisch ist. 

Dieser Komplex 1a8t sich durch Behandlung von Tapetumextrakten 
mit Formaldehyd im schwach sauren Milieu in das komplexe Zinksalz 
der Thiazolidin-carbonsiéure-(4) iiberfiihren. Dieses wurde in Form des 
Zink-thiazolidin-carboxylat-(4)-dihydrates auch synthetisch kristallin 
dargestellt. 


Summary 


Acetone-dried preparations of Tapetum lucidum from the eyes 
of the dog, common fox, silver and blue fox contained 10—19% zinc and 
5.4—9.8% sulphur. The atomic ratio, Zn:S, in the individual prepa- 
rations was almost exactly 1:1. 

The zine compound contained in Tapetum was found to be of low 
molecular weight. Eluation of the dried preparations with acids yielded 
mixtures of zinc cysteine and zine cystine. Eluation, with protection 
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of the cysteine, by means of formic acid or very dilute alkali yielded al- 
ost pure zine cysteine. 

It was shown by analysis and paper chromatography of the zinc 
compound isolated from Tapetum, by direct iodometric titration of the 
SH-groups liberated by acetic acid in dried Tapetum preparations and 
by comparative experiments with synthetic zinc cysteine and zine cy- 
stine, that the zinc compound contained in Tapetum lucidum from the 
dog and fox is identical with zinc cysteine hydrate (1:1:1). 

This complex can be converted by treatment of Tapetum extracts 
with formaldehyde in weak acid medium into the complex zinc salt of 
thiazolidine-4-carboxylic acid. This was also prepared synthetically in 
the form of the zinc thiazolidine-4-carboxylate dihydrate as a crystalline 
substance. 
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Weitere Beobachtungen zur Reaktion zwischen Aldehyden 
und Indolderivaten 
(fl. Mitteil. zur Chemie des Indols)! 
Von 
Henning von Dobeneck und Horst Prietzel? 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1954) 


Farbreaktionen von Indol und Indolderivaten, besonders solche 
mit Aldehyden, sind haufig beschrieben, aber selbst bei Verwendung 
gleicher Komponenten vielfach unter sehr verschiedenen Umstanden 

ee ° : 5 + P 
durchgefiihrt worden. Zur Gewinnung ¢iner systematischen Ubersicht 
lieBen wir typisch substituierte Indolderivate mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd (p-D.) unter gleichen Bedingungen miteinander reagieren 
(s. Tab.). Diese Bedingungen ergaben sich aus den in den zwei voraus- 
gehenden Mitteilungen gewonnenen Erkenntnissen, nach welchen vor 
allem eine groBe Konzentration und ein stark saures Milieu von Be- 
deutung sind. 

Z. B. verlauft die Reaktion zwischen Tryptophan und p-D, folgen- 
dermaBen : 

Zu Tryptophan gibt man p-D. in fester Form und lést beide Komponenten 
zusammen in wenig Methanol. Bei Zugabe von etwas konz. Salzsiure laBt sich 
sofort eine Rotfarbung beobachten, die, wenn keine weitere Konzentrationsinderung 
erfolgt, eine Zeit lang bestindig ist. (Die Rotfirbung zeigt sich nicht bei Ver- 
wendung anderer Aldehyde, wie z. B. Benzaldehyd oder Vanillin.) Bei sofortiger 
Zugabe von Nitrit ist eine Intensivierung der Rotfirbung zu bemerken. Sie tritt 
bei Verwendung anderer Oxydationsmittel nicht auf. Gibt man die Nitritlésung 
erst nach einer Weile zu, dann erhalt man violette Mischfarben. LaBt man die 
Lésung etwa 30 Min. bei Zimmertemperatur vor Zugabe von Nitrit oder einem 
anderen Oxydationsmittel stehen, dann erhilt man eine reine Blaufarbung. Figt 
man aber von Anfang an gleich mehr konz. Salzsiiure zu, dann weicht die kurz 
auftretende rote Fairbung sofort einer Schwachgelbstufe, und es zeigt sich, daB bei 
unmittelbar folgender Zugabe von Nitrit nur bei tiefen Temperaturen eine Rot- 
farbung auftritt, in der Regel aber sofort violette Mischfarben erhalten werden. 
Wird das Oxydationsmittel nach 3 bis 10 Min. zugegeben, dann laBt sich reine 
Blaufarbung beobachten. 

Die Formulierung dieser Erscheinungen ist analog der Reaktion 
zwischen Pyrrolderivaten und p-D.* aufzufassen: Bei Zugabe von Salz- 
sdure findet zuerst Kondensation zwischen einem Mol. Indol und einem 
Mol. p-D. statt. Das resultierende Produkt hat die Konstitution I und 
ist rot gefarbt. 

1 JI. Mitteil.: H. von Dobeneck u. I. Maas, Chem. Ber. 87, 455 [1954]. 

2 Diplomarb. H. Prietzel, Techn. Hochschule Miinchen, 1954. 

* H. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols I, 66 [1940]. 
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nN ae 
\VAx =CH—¢ ‘S—N(CH,), 
HC! I 

Die Entfarbung durch Zugabe von mehr konz. Salzsiure beruht 
auf der Ausschaltung der Dimethylaminogruppe als Chromophor im 
Dihydrochlorid. 

Durch Addition eines weiteren Mol. p-D. in Zeitreaktion erfolgt 
die Bildung des Diindolylmethans (farblos), welches dann zum 2.2'-Di- 
indolyl-methen (als Hydrochlorid blau) oxydiert wird. 

Zu den schon in der I. Mitteil. erbrachten Beweisen fiir die Kon- 
stitution der 2.2’-Diindolyl-methene kommen folgende hinzu: Wir haben 
(unter Mitarbeit von I. Maas) aus Skatol und Orthoameisensaureester 
das «-Triskatylmethan (II) gewonnen, welches (unter Mitarbeit von 
W. Lehnerer) mit Salzsiure in Abwesenheit eines Oxydationsmittels 
in ein blaues Hydrochlorid (III) iibergefiihrt wurde. Der Zerfall verlauft 
analog dem der £-Triindolylmethane*, und es gelang, das dabei ent- 
stehende Skatol nachzuweisen. Das 2.2’-Diskatyl-methen wurde als 
Perchlorat analysiert. Es zeigte sich, da drei Diskatylmethenreste mit 
nur einem Uberchlorsdurerest verbunden sind, Der Diskatylmethen- 
farbstoff liegt offenbar in trimerer Form vor. 


H,C— 7X H;C- 
Ht HCl + RH 
RCA Bees 
R H H HCl 
I IIL 
\Oxyda ion 
/ CH, H,C / 
cde CO ae R-C=\ 
H RAC] 
IV 


Triskatylmethan kann auch zum ebenfal's blauen Triskatylmethen- 
farbstoff IV (als Perchlorat analysiert) oxydiert werden, wobei natiirlich 
kein Skatol gebildet wird. Eine analoge Entstehung von /-Triindolyl- 
methenen ist unbekannt. 

In der I. Mitteil.® ist bei der Darstellung des Methens aus Benzal- 
dehyd und Indolessigester die Bildung eines roten Stoffs in Neben- 
reaktion beschrieben. Wir konnten diese Verbindung als Base in schénen 
gelben Nadeln (Zersp. 272°) isolieren. Es handelt sich hierbei um das 
Nitrosamin des beschriebenen Methens (V). 


4H. Fischer u. K. Pistor, Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 2315 [1923]. 
5 H. von Dobeneck u. G. Maresch, diese Z. 289, 271 [1952]. 
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?\—_,—CH,CO,CH, H,C-0,C-H,C— cS 
as 4 nS 
ip Co 
V 
Reaktionen verschiedener Indolderivate 
mit p-Dimethylamino-benzaldehyd 
Blaureaktion 
R—=H R = CH.-CH:CO.H Reaktionsbedin- 
-R CH ese gungen wie im Ver- 
CH,-CO,H NH-CO-CH, suchsteil _beschrie- 
\N CH,-CH-CO,H CH,-N(CH3). ben. Reaktion mit 
H ' CH,:N(C,H;). Benzaldehyd an 


NH ‘ ; rs Stelle von p-D. eben- 
; CH,CHi9N ram gg 


2. R=CO,H, RR” =H Substanz in Methanol 


R’ gelost, Salzsiure zugefigt 
R’ und 30 Min. stehen gelas- 
ae ae ee Zeit Oxyd. zur Blaustufe. 
—CH, 
N/ : Schon nach kurzer Zeit Oxydation zur Blaustufe. 
CH, 
—CH, / 
Nach 30 Min. Kondensationsdauer positive 
\N/% \NA\Y Blaureaktion. Mit Benzaldehyd negativ. 
H H 
CH, R Nach 30 Min. Konden- 
al \ R=H sationsdauer blau. Reiner 
Cc— ‘fe a CH Farbton erscheint erst bei 
{ C H -N(CH,) geringem Verdiinnen mit 
\N \N“NY leas he 3/2 Methanol/Wasser iiber eine 
H H Griinstufe. 
7: ON J 
il Shu Lésen in Pyridin, dann mit konz. Salzsiure 
N“” ~C~ \N“Y iibersiuern. Kondensationszeit 20 Min. 
H has H 
H (,H,-N(CHs), 
RH 
hi 
A, 
7x YN . 
R=H Lésen und Kondensation 
z ee ae C,H; wie (8). Bei R= H oder 
ay i C,H,N(CHs). C,H, einstiindige Konden- 


y 6 
H ak H sationszeit. 
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II. Rotreaktion 





10 < | 
"| —OH, R=H Es ist auf keine Weise Blaureaktion zu 
VWNNZ CH; erhalten. 
R 
Ill. Negatives Verhalten gegeniiber p-Dimethylamino-benzal- 
dehyd 
VAN —_R' 1l. R= R’ = CH; 
R 12. R= CH,, R’ = CH,-CH-CO,H 
NS a a J | 
y= NH, 
H 13. R= H, R’= CO,C,H; (vel. 4.) 
14, 7 7 -CHO 
VAN Allein mit Saure Rosafirbung (Diindolylmethen!) 
H 
JN CH VAN 
15. | 2 it ae 
Vy \n/ Css HsC—-\VA/ Bei Oxydation Rotfarbung (Methen). 
H H 


Nach unserer Auffassung miissen alle Indolderivate mit freier 
2-Stellung, insbesondere aber alle 3-substituierten mit freier 2-Stellung 
die beschriebene Blaureaktion geben. Auszunehmen sind hiervon nur, 
wie die Tabelle zeigt, Indol-aldehyd-(3) und Indol-carbonsaure-(3)-ester, 
bei welchen die 2-Stellung unter den beschriebenen Bedingungen nicht 
zur Reaktion zu bringen ist. Bei einem prominenten Vertreter dieser 
Reihe, dem Gramin, beschreiben Wieland und Hsing® nur eine 
,schwache Farberscheinung“ und v. Euler und Mitarbb. konnten, wie 
dort angegeben, iiberhaupt keine ,,Ehrlich-Reaktion“ des Gramins fest- 
stellen. Wie aus dem Zusammenhang hervorgeht, kann hier nur die 
Rotreaktion gemeint sein. Die Blaureaktion wird nicht erwahnt. GemaB 
unseren Erwartungen gibt Gramin eine starke Rot- und ebenso Blau- 
reaktion und die Absorptionskurve der Blaustufe ergibt volle Uberein- 
stimmung mit denen der analogen Produkte aus Skatol, Indolessigsaure 
und anderen 3-substituierten Indolderivaten. 

Komplizierter liegen die Verhaltnisse bei in 2- und 3-Stellung nicht 
substituierten Indolderivaten, also z. B. bei Indol selbst. Die in der 
Literatur von Rot bis Violett beschriebenen Téne sind zweifellos Misch- 
farben. Es mag hier vorweg genommen werden, daB man mit Indol und 
p-D. nach unserer Arbeitsmethode reine Blaufirbung erzielen kann. 

In erster Linie ist natiirlich eine 6-Kondensation zu erwarten unter 
Bildung von 3.3’-Methanen, die dann zu den (roten) Rosindolen oxydiert 





6 Th. Wieland u. C. Y. Hsing, Liebigs Ann. Chem. 526, 190 [1936]. 
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Hennig von Dobeneck und Horst Prietzel, 





werden. In stark saurem Medium wire eine «-Kondensation zu erwarten, 
doch ist es uns nicht gelungen, sie allein zu verwirklichen. Wie in der 
II. Mitteil. beschrieben, bilden sich Tetrahydro-indolocarbazole’. 

Im Versuchsteil ist die Darstellung eines neuen Vertreters dieser 
Gruppe beschrieben und ebenso die Darstellung des Grundk6rpers aus 
Indo! und Orthoameisensaureester ®. 

Man hatte nun erwarten sollen, daB die Tetrahydro-indolocarbazole 
bei der Oxydation in saurem Medium direkt die blaue Farbung zeigten. 
Eine Blaufarbung ist jedoch nur zu erreichen, wenn die Lésung des 
Tetrahydroindolocarbazol-Derivates vor der Oxydation mit weiterem 
p-D. versetzt wird. Eine Blaureaktion mit anderen Aldehyden konnte 
tiberhaupt nicht erreicht werden. 

Wir haben in der I. Mitteil. auf die Bestimmung des Verhialtnisses 
Indo] : Aldehyd nicht allzu groBen Wert gelegt, da die Variablen der 
Reaktion zu zahlreich waren, um ihren maximalen Verlauf sicherzu- 
stellen. Wir haben nun diese Bestimmung in der im Versuchsteil ange- 
gebenen Weise durchgefiihrt und festgestellt, daB bei 3-substituierten 
Indolderivaten mit freier 2-Stellung eine maximale Farbung bei dem 
Verhaltnis 2:1 entstand, wahrend bei in 2,3 nicht substituierten Indol- 
derivaten, also vor allem beim Indol selbst, das Verhiltnis 2:3 gefunden 
wurde. Diese Resultate ergeben sich, gleichgiiltig, wie man die Ver- 
suchsbedingungen variiert, wenn nur eine hinreichende Saurekonzen- 
tration und geniigend lange Kondensationszeit eingehalten wird. 

Es besteht also kein Zweifel, daB ein weiterer Angriff des p-D. am 
Tetrahydroindolocarbazol-Molekil stattfindet. 


Zur Lésung der Frage, wie man sich diesen Angriff zu denken hat, besitzen 
wir noch nicht geniigend experimentelle Ergebnisse. Die Freilegung einer «-Stellung, 
wie sie demnichst von A. Treibs (persénliche Mitteilung) zur Aufklirung der 





? Zur Nomenklatur dieses Verbindungstyps sind Einwinde gemacht worden, 
die auf dem Argument beruhen, da8 Indolocarbazol an sich schon zwei Wasser- 
stoffatome enthalte, unsere Verbindungen also als Dihydroindolocarbazole bezeich- 
net werden miiBten. Wir haben unsere Bezeichnung gewahlt und beharren auf ihr 
aus folgenden Griinden: 

1. Es gibt kein Indolocarbazol, in dem die Verteilung der Doppelbindungen 
so bleibt, wie sie in den beiden Systemen Indol und Carbazol vorliegen. Es wiirden 
also etwa fiir die Formulierung einer nach Beilstein als Dihydroindolocarbazol zu 
bezeichnenden Substanz Zweifel entstehen. 

Die Methode des ,,Ring-Index“, eine ,,fundamental form mit den meist 
méglichen Doppelbindungen (lowest stage of hydrogenation) zugrunde zu legen, 
verzichtet bewuBt darauf sinnvoll zu sein, mit dem Ziel zu klaren, jeden Zweifel 
ausschlieBenden Bezeichnungen zu gelangen. Nun lift sich jeder Hydrierungs- 
zustand durch einfaches Hinzuzihlen der Wasserstoffatome ausdriicken. 

2. Die Tatsache, daB Beilstein in den neu erschienenen Erginzungsbainden 
die R. 1.-Bezeichnungen entweder angibt oder auf die R. I.-Nummer verweist, 
zerstreute unsere anfainglichen Bedenken beziiglich der Gebrauchlichkeit dieser 
klarsten Bezeichnungsweise in Deutschland. 

8 Nach einer freundlichen Mitteilung von Dr. G. F. Smith, University of 
Manchester, entspricht die UV-Absorption unseres Tetrahydro-indolocarbazols, 
wie zu erwarten war, dem eines disubstituierten Indolsystems. 
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bisherigen Unstimmigkeiten bei der Erklirung der Ehrlich-Reaktion von Tetra- 
pyranen formuliert wird, ist hier auszuschlieBen. Das Reaktionsprodukt zwischen 
p-D. und Tetrahydroindolocarbazol ist nicht gefarbt, sondern Blaufirbung wird 
erst durch Oxydation erzielt. Eine allein katalytische Wirkung des p-D. ist aus- 
ceschlossen auf Grund der oben festgestellten notwendigen Verhiltnisse p-D.: 
indolderivat. Es bleibt schlieBlich nur die Postulierung einer weiteren Konden- 
sation (vielleicht im Sinne Fearons?®), wobei bis jetzt die Stelle des Angriffs noch 
offen bleiben soll. 


Auf Grund dieser Befunde ergibt sich z. B. fiir das Farbenspiel, 
welches bei der Reaktion von Indol mit p-Dimethylamino-benzaldehyd 
beobachtet werden kann, die durch das folgende Schema dargestellte 
Erklarung. 


) + OHC-CgHyN(CH,) a CH—R’ 
q ott 4"- eee oe R' = N(CH). 
\N / \/ NNZ 3 7 
H + Indore HC] rot 
R R 
= —C 
Oxyd. : 
\N N VAAN NNZN 
HW H H HC! 
farblos rot 
+ p-D. 
R' 
“ix ~\ + p-D. Kondensationsprodukt Oxyd. blaues 
j farblos ~” Farbsalz 
S/ \w/B AN” 
H | #8 
R 
farblos 


Hierbei wird je nach Wahl des Verhialtnisses der beiden Partner, 
Saurekonzentration, Kondensationsdauer, Zeitpunkt der Oxydation und 
Temperatur der eine oder andere Weg bevorzugt begangen oder ange- 
gangen, und so werden die zahlreichen zwischen Rot und Blau liegenden 
Mischfarben erzielt, die in vielen analytischen Arbeiten iiber Indol 
erwihnt werden. Bei Einhaltung der eingangs beschriebenen Bedin- 
gungen wird mit Indol reine Blaufarbung erhalten (s. auch Absorp- 
tionskurve). 

Es war jetzt noch von Interesse zu priifen, wie sich Verbindungen 
mit praformierter £-Briicke verhalten. In der I. Mitteil. wurde schon 








9 W.R. Fearon, Biochem. J. 14, 548 [1920]. 
10 GO. Burr u. R. P. Gortner, J. Amer. chem. Soc. 46, 1224 [1923]. 
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ausgefihrt, daB 2.2’-Dimethyl-3.3'-diindolyl-methan mit p-D. keine 
Farbreaktion gibt, wihrend das entsprechende in 2 nicht substituierte 
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Abb. 1. Absorptionsspektren in Salzsiure-Methanol der blauen Farbsalze aus 











p-Dimethylamino-benzaldehyd und —-—— Skatylpiperidin, --- ---- - Gramin 
—-+— Acetyltryptophan, ---------~ Indolyl-(3)-essigsiure, ——-— Skatol. 
* kons!. = log e-d. 
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Abb. 2. Absorptionsspektren in Salzsiure-Methanol der blauen Farbsalze aus 
—— — 3.3'-Diindolyl-methan, — -— Indol, Tetrahydroindolocarbazol. 
* konst. = log e-d. 


Methan Blaureaktion zeigt. In der II. Mitteil. ist auch das aus dem 
Methan und p-D. entstandene Tetrahydro-indolocarbazol beschrieben. 
Auck diese Verbindung gibt allein keine Blaureaktion, sondern erst nach 
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Versetzen mit weiterem p-D. Es liegen also hier die Verhaltnisse ebenso 
wie beim Indol selbst. 

Auf Grund dieser Ergebnisse mu8 angenommen werden, daf zur 
Erméglichung einer weiteren Kondensation die primare Ausbildung des 
‘Tetrahydroindolocarbazol-Systems unerléBlich ist. Wiirde die Konden- 
sation ganz einfach im Sinne Fearons an einem Kohlenstoffatom des 
Benzolringes stattfinden, dann ist nicht einzusehen, weshalb das oben- 
genannte 2.2’-dimethyl-substituierte 3.3’-Methan die Farbreaktion nicht 
geben soll. 

Eine Betrachtung der spektroskopischen Befunde zeigt nun auch, 
daB deutlich zwei Gruppen von Absorptionskurven zu erkennen sind, 
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Abb. 3. Absorptionsspektren in Siéure-Methanol der blauen Farbsalze aus 
eeeee Yohimbin nach Methode I, Yohimbin nach Methode II, 


—-+— Carbazol. 
* konst. = log e-d. 


und zwar 1. die Farbstoffe, die aus 3-substituierten Indolderivaten mit 
freier 2-Stellung entstehen (Abb. 1), und 2. die Farbstoffe, die aus den 
Tetrahydroindolocarbazol-Derivaten, dem Indol und den «-freien- 
B-Diindolylmethanen sich bilden (Abb. 2), Verbindungen also, bei 
denen von vornherein eine /-Briicke vorliegt, oder bei denen eine Bil- 
dung der £-Briicke wahrend des Reaktionsverlaufes angenommen werden 
muB, 


Es ist uns nun auch gelungen, mit Carbazol, wenn auch unter ver- 
anderten Bedingungen, Blaufirbung zu erzielen, ebenso, wie schon be- 
kannt, mit Yohimbin. Die Absorptionen dieser und wahrscheinlich 
weiterer Alkaloide stehen, wie verstindlich, der zweiten Gruppe nahe 
(Abb. 3). 
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Beschreibung der Versuche 


Ausfiihrung der Reaktion mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd (p-D.) 


Zu einer geringen Menge (l1—5 mg) Skatol, Indolyl-(3)-essigsiure, 
Tryptophan bzw. Acetyltryptophan wird ungefihr die halbe Menge p-D. 
gegeben und in 1—2 ml Methanol gelést. 

Nun fiigt man bis zum Auftreten der roten Farbe langsam konz. Salzsaure zu 
und Ja8t mindestens !/, Stde. stehen. Hierbei verschwindet die Rotfairbung wieder 
fast ganz. Jetzt wird mit einem Tropfen 1-proz. Natriumnitrit-Lésung versetzt 
und 5 Min. lang das Oxydationsmittel einwirken gelassen. 1 m/ dieser Lésung wird 
mit Methanol/Wasser (1:1) auf ungefabr 10 m/ verdiinnt und zeigt nun eine schéne 
kornblumenblaue Farbe. 

Man kann auch von vornherein bis zur Schwachgelbstufe gelangen, d. h. 
sofort 8 ml Salzséure zufiigen. Dann verliuft die Kondensation schon in wenigen 
Minuten und die Farben erscheinen reiner. 

Ein Uberschu8 von Salzsiure schadet dem Nachweis nicht; dagegen wird die 
Reaktion unempfindlicher, die Farbe nicht so intensiv, wenn zuviel Oxydations- 
mittel angewendet wird. ; 

Zur Ausfithrung der Reaktion mit Indol und mit 3.3'-Diindolyl-methan 
ist es vorteilhaft, gleiche Gew.-Mengen Aldehyd und Indolverbindung zu nehmen. 
Auch wirkt sich hier eine starkere Salzsiurekonzentration zur Erreichung der 
Blaustufe giinstig aus. Es muB deshalb bis zur Schwachgelbstufe angesiuert und 

, Stde. Kondensationszeit eingehalten werden. 

Man muB weit starkere Bedingungen waihlen, wenn man auch mit Gramin 
oder Skat ylpiperidin eine Blaureaktion erhalten will. Diese beiden Verbindungen 
lésen sich gut in konz.-Salzsiure. Hierzu wird dann die Lésung mit der entspr. 
Menge Aldehyd gegeben, der ebenfalls in konz. Salzsiiure gelost ist, und mindestens 
1/, Stde. kondensieren gelassen. Danach wird wie iiblich mit einem Tropfen 1-proz. 
Nitritlésung oxydiert, einige Zeit gewartet und die Farblésung zum Spektro- 
skopieren mit konz. Salzsiure verdiinnt. 

Arbeitet man nicht in konzentriert salzsaurer Lésung, erhalt man gar keine 
oder nur eine schwache Reaktion, die dann hellviolett oder rot erscheint. 

Um die Reaktion in die gewiinschte Richtung zu lenken, muBte bei Carbazol 
konz. Schwefelsiure als Lésungsmittel angewendet werden. Dies ist dadurch be- 
dingt, da8 Carbazol in wiBr.-methanolischer Lésung (1:1) sehr schwer léslich ist 
und deshalb nicht mit dem Aldehyd zur Reaktion gebracht werden kann. Es werden 
ungefahr 3 mg Carbazol in !/, ml konz. Schwefelsiiure durch leichtes Erwirmen 
gelést, worauf man eine Lésung mit ungefaihr derselben Menge p-D. in konz. 
Schwefelsiure zuflieBen liBt. Nach 3/, Stdn. hat sich das anfangs hellgelbe Reak- 
tionsgemisch blutrot gefarbt. Mit einem Tropfen 1-proz. Nitritlésung wird nun 
oxydiert; hierbei farbt sich die Lésung zunichst dunkelgriin. Sie wird aber schon 
nach Zugabe des zweiten Tropfens der Nitritlésung, die 4 Min. nach der ersten 
Nitritzugabe erfolgt, griinblau. Nach weiteren 4 Min. laBt man zur oxydierten 
Lésung vorsichtig 2 ml konz. Salzsiure zuflieBen und verdiinnt dann mit 2 ml 
Methanol. Mit Methanol-Salzsiure-Wasser (1:1:1) kann auf eine beliebige Kon- 
zentration eingestellt werden. 

Vor dem Spektroskopieren ist es zweckmiifig, 1/, Stde. zu warten, damit sich 
der Farbstoff erst voll entwickelt. 

Beim Nachweis des Yohimbins mit p-D. kénnen zwei durchaus verschiedene 
Spektren erhalten werden. Arbeitet man nach der Vorschrift von Malowan!!, der 
die Substanz in 1 ml konz. Salzsiure lést, 4 Tropfen einer 2-proz. salzsauren Lésung 
von p-D. zufiigt und mit zwei Tropfen einer 0,05-proz. Natriumnitritlésung oxydiert, 
so ergibt sich das Spektrum Yoh. I (Abb. 3). Ein reineres Blau wird erhalten, wenn 
man das Yohimbin zusammen mit dem Aldehyd in 1 m/ Methanol lést, 6 ml konz. 


1 L.S8.Malowan, Analyst 74, 338 [1950]. 
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Salzsiure zufiigt und 35 Min. kondensieren la8t. Danach wird mit einem Tropfen 
ciner 0,1-proz. Natriumnitritlésung oxydiert, wobei die blaue Farbe entsteht. 1 ml 
dieser Loésung wird mit Methanol-Salzsiure (1:1) verdiinnt und zeigt das den 
Indolfarbstoffen der oben erwahnten zweiten Gruppe ahnliche Spektrum Yoh. II 
(Abb. 3). 


Kolorimetrische Bestimmung der maximalen Lichtabsorption 
der blauen Farblésungen zur Ermittlung des Mol.-Verhaltnisses 
der beiden reagierenden Partner 


Diese Messungen wurden durchgefihrt an Indol, 3.3'-Diindolyl-methan, 
Skatol und Acetyltryptophan. 

Zur Bestimmung der Extinktionswerte wurde ein Einzellenphotometer nach 
Lange verwendet. 

Die p-D.-Lésung (m/,)) wurde im angegebenen Mengenverhialtnis zu der 
|.ésung der zu untersuchenden Substanz (deren Gehalt je nach Léslichkeit variiert) 
hinzugegeben und mit 7 ml konz. Salzsiure versetzt. Nach der angegebenen Reak- 
tionszeit wurde 1 ml entnommen und mit einem Tropfen einer 0,1-proz. Natrium- 
nitritlésung versetzt. Nach 1 Min. wurde die Kiivette mit Methanol und Wasser 
(1:1) aufgefiillt. Die Zahlenangaben der Tabelle beziehen sich auf die Ausschlige 
des Amperemeters von der gleichen Grundstellung aus. Die Abnahme des Skalen- 
wertes entspricht hierbei einer Zunahme der Farbkonzentration. 

Skatol: m/20-Lésung in Methanol. 

1. 0,5 ml Skatol-Liésg. + 0,125 ml p-D.-Lésg. (2:1) 

2. 0,5 ml Skatol-Lésg. + 0,250 ml p-D.-Lésg. (2:2 

3. 0,5 ml Skatol-Lésg. + 0,375 ml p-D.-Lésg. (2:3) 

4. 0,5 ml Skatol-Lésg. + 0,500 ml p-D.-Lésg. (2:4) 

Grundstellung 90 i 2. 3. 4. 


20 Min. kondensiert 56 55,5 55 53 
aufs Doppelte verd. 78 76 75 73 


Die maximale Blaufarbung ist also schon bei einem molaren Verhaltnis von 
Skatol zu Aldehyd wie 2:1 erreicht. 

Dasselbe Ergebnis wurde bei Acetyltryptophan erhalten. 
Indol: m/20-Lésung in Methanol. 


1. 0,5 ml Indol-Lésg. + 0,125 ml p-D.-Lésg. (2:1) 
2. 0,5 ml Indol-Lésg. + 0,250 ml p-D.-Lésg. (2:2) 
3. 0,5 ml Indol-Lésg. + 0,375 ml p-D.-Lésg. (2:3) 
4. 0,5 ml Indol-Lésg. + 0,500 ml p-D.-Lésg. (2:4) 


Grundstellung 90 1. 2. 3; 4. 
30 Min. kondensiert 67 32,5 19 17,5 
aufs Doppelte verd. 79 50,5 47 44 


Bei dem molaren Verhiltnis 2:3 des Indols zum p-D. ist die maximale Blau- 
firbung nahezu erreicht. 
3.3'-Diindolyl-methan: m/20-Lésung in Methanol. 
1. 0,5 ml Diindolylmethan-Lésg. + 0,250 ml p-D.-Lésg. (1:1) 
2. 0,5 ml Diindolylmethan-Lésg. + 0,500 ml p-D.-Lésg. (1: 
3. 0,5 ml Diindolylmethan-Lésg. + 0,750 ml p-D.-Lésg. (1:3) 
Grundstellung 90 ie 2. 3. 
30 Min. kondensiert 50 21 21 
aufs Doppelte verd. 66 49 49 


Das 3.3'-Diindolyl-methan benétigt demnach 2 Moll. p-D. zur Erreichung 
der maximalen Blaufarbung. 
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Nitrosamin des Phenyl-a«,a’-diindolylmethen-f,f'-diessigsiure- 
methylesters (V): 0,6 g Phenyl-a, a’-diindolylmethan-f, #’-diessigsiure- 
methylester (Darstellung siehe I. Mitteil.®) wurden in 90 m/ Methanol gelést, 
mit 35 ml konz. Salzsiure versetzt und portionsweise mit 9 ml 1-proz. Natrium- 
nitrit-Lésung innerhalb 3 Stdn. oxydiert. Danach wurde die Lésung in 40 ml 
Ather gegossen, mit 15 ml Wasser versetzt und mit festem Natriumcarbonat neu- 
tralisiert. Die ather. Lésung wurde 6 mal mit je 8 m/ 2 » HCl ausgezogen. Dabei 
ging eine rote Substanz in die Salzsiure iiber. Aus der ather. Lésung konnte der 
Phenyl-diindolylmethen-diessigsiure-methylester erhalten werden. 

Die rote Verbindung wurde mit Chloroform aus der salzsauren Lésung aus- 
geschiittelt. 

Die Chloroformlésung wurde mit etwas 2 n NaOH geschiittelt, bis deren Farbe 
von Rot nach Gelb umgeschlagen war und dann mit Kaliumcarbonat getrocknet. 
Nachdem auf etwa 3 ml eingeengt worden war, wurde mit Petrolather (Frakt. 
60—90°) iiberschichtet. Nach einiger Zeit kristallisierte die Base in feinen gelben 
Nadeln; Zersp. 272° (positive Liebermannsche Reaktion). 

Cy9H,,0;N, (493,50) Ber. C 70,58 H4,69 N 8,51 

Gef. C 70,63 H4,90 N 8,33 

Kondensation von 3.3'-Diindolyl-methan mit Orthoameisensaure- 
ester: 1,23 g (1/200 Mol) Diindolylmethan und 0,82 ml (d 0,897; 1/200 Mol) 
Orthoameisenséure-aithylester wurden in 10m/ Methanol gelést und 3Tropfen 
konz. Schwefelséiure zugegeben, wobei sich die Lésung hellrot farbte. Nach kurzem 
Kochen auf dem Wasserbad (1,5 Min.) begann sich ein Niederschlag auszuscheiden. 
Nach weiteren 3 Min. war die Reaktion beendet. Nach dem Abkiihlen wurde das 
Rohprodukt in Form hellbrauner Schuppen abgesaugt und mit Pyridin aus der 
Hiilse extrahiert (0,94 g = 63% d. Th.). Es blieben hellgelbe krist., in den meisten 
organischen Lésungsmitteln unldésliche Blittchen vom Zersp. 408° (keine De- 
pression mit Tetrahydroindolocarbazol, II. Mitteil., S. 459). 

5.6.7.12-Tetrahydro-6.12-dipheny]-ind olo-(2.3-b)-carbazol: 2,34 g 
(2/100 Mol) Indol und 2,12 g (2/100 Mol) Benzaldehyd wurden in 100 ml Me- 
thanol gelést und vorsichtig 2ml konz. Schwefelsiure zulaufen gelassen. Die 
anfangs hellrote Lésung farbte sich beim Erwirmen auf dem Wasserbad dunkelrot 
und fluorescierte violett. Nach 10 Min. langem Kochen unter Riickflu8 begann sich 
ein gelbes Ol auszuscheiden, das beim Abkiihlen zu einer olivgriinen amorphen 
Masse erstarrte. Diese wurde dreimal mit Methanol gewaschen und ergab nach 
dem Trocknen 3,4 g (83% d. Th.) an Rohprodukt, das in der Hiilse durch Extrak- 
tion mit Essigester von den anhaftenden Schmieren befreit und dabei hellgelb 
wurde. Feine weiBe Nadeln aus Pyridin, die auBSer in Pyridin in den meisten orga- 
nischen Lésungsmitteln sehr schwer bzw. iiberhaupt nicht léslich sind; Schmp. 
> 360°, 

C39H2.N, (410,48) Ber. C 87,77 H5,40 N 6,82 
Gef. C 87,20 H5,49 N 6,97 
2.2'.2’'-Triskatyl-methan (II) (unter Mitarbeit von I, Maas): 3,93¢ 
Skatol wurden in 6 ml Methanol gelést und mit 1,7 m/ Orthoameisensaure- 
aithylester versetzt. Nach schwachem Erwirmen auf dem Wasserbad gab man 
einige Tropfen konz. Schwefelsiure zu und erhielt eine dunkelviolette Lésung, die 
beim Ankratzen mit einem Glasstab sehr bald unter Braunfirbung farblose Kristalle 
ausschied. Nach etwa 2 Stdn. saugte man ab und erhielt 2,5 g (62,0% d. Th.) einer 
schwach griinen Substanz, die nach dreimaligem Umkristallisieren aus Benzol 
schwach hellgriine Rauten vom Schmp. 320—321° bildete. 
C.,H.5N, (403,50) Ber. C 83,34 H6,24 N 10,43 
Gef. C 83,63 H6,26 N 10,38 
2.2'.2"-Triskatyl-methen-perchlorat (IV) (unter Mitarbeit von W. 
Lehnerer): Eine Lésung von 4,3 g Triskatyl-methan in 300 ml Ather wurde 
unter Umschiitteln mit einem Uberschu8 an FeCl,-6H,O (15g) versetzt und 
24 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Atherlésung hatte sich unter 
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Abscheidung eines dunklen Niederschlags tiefblau gefarbt. Nun wurde mit konz. 
waBriger Ammoniak-Lésung durchgeschiittelt, bis die Farbe der Atherlésung nach 
Orange umschlug. Die wiBr. Phase, die das ausgefallene Eisenhydroxyd enthielt, 
wurde noch zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten Atherausziige 
wurden mit Wasser gewaschen und dann getrocknet. Zur orangefarbenen Ather- 
iésung wurden nun 2 ml 60-proz. Uberchlorsadure gegeben. Die Lésungsfarbe 
schlug nach Blau um, und es bildete sich ein griinschimmernder Niederschlag, der 
abfiltriert wurde. Ausb.1,9g Farbstoff (36% d.Th.); Umkrist. aus Methanol. Wenig 
deutlich ausgebildete Kristalle, die sich violettblau in Methanol lésen. Ab 245° 
erweicht die Substanz ohne zu schmelzen. 

C.,Ho3N HClO, (501,95) Ber. C 66,99 H4,82 N 8,37 

Gef. C 66,92 H5,07 N 8,17 
2.2'-Diskatyl-methen-perchlorat (III) (unter Mitarbeit von W. Leh- 
nerer): In einem Dreihalskolben mit RiickfluBkihler, Riihrer und Stickstoff- 
Einleitungsrohr wurden 7 g fein pulverisiertes Triskatyl-methan und 150 ml 
methanol. Salzsiure gegeben und 25 Stdn. unter Stickstoff zum Sieden erhitzt. 
Die Fliissigkeit farbte sich bald blau und roch intensiv nach Skatol. 

Nach dem Abkihlen wurde filtriert. Als Riickstand wurden 4,7 g nicht um- 
gesetztes Triskatyl-methan wiedergewonnen. Das blaue Filtrat wurde eingeengt 
und mit waBrigem Ammoniak ammoniakalisch gemacht. Dabei schlug die Farbe 
nach Rotbraun um. Die Base wurde in Ather aufgenommen und daraus mit Uber- 
chlorsiure das Farbsalz ausgefallt. Ausb. 300 mg. Das Filtrat dieser Fallung wurde 
mit waBr. Ammoniak geschiittelt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die 
Lésung wurde sodann an Aluminiumoxyd mit Ather chromatographiert. Aus dem 
Eluat konnten mit Uberchlorsiure nochmals 200 mg Farbstoff gefillt werden. 
Das blaue Farbsalz wurde aus Methanol-Ather und zuletzt aus reinem Methanol 
umkristallisiert; blaues, in der Hitze zersetzliches Pulver. 

Cy 9H, gN2"1/3 HClO, (305,81) Ber. C 74,63 H5,38 N 9,18 

Gef. C 74,73 H5,46 N 9,14 


Zusammenfassung 


3-Substituierte Indolderivate mit freier 2-Stellung reagieren mit 
p-Dimethylamino-benzaldehyd in der Regel unter Bildung von 2.2’- 
Diindolyl-methanen, welche durch Oxydationsmittel in die entspr. Di- 
indolyl-methene tibergefiihrt werden kénnen. 2.3-nicht substituierte In- 
dolderivate, vor allem Indol selbst, bilden mit Aldehyden Tetrahydro- 
indolocarbazol-Derivate, welche, um eine Blaufarbung zu erzielen, mit 
weiterem Aldehyd kondensiert und dann oxydiert werden miissen. 
2.2.'2’’-Triskatyl-methan spaltet beim Erhitzen in saurem Medium 
Skatol ab unter Bildung von 2.2’-Diskatyl-methen, wihrend es durch 
Oxydation in der Kalte in das Triskatyl-methen iibergefiihrt wird. Es ist 
auf Grund dieser Untersuchung moéglich, das gesamte Farbenspiel der 
bisher in der physiologisch-chemischen Literatur beschriebenen Farb- 
phinome bei der Reaktion zwischen Indolderivaten und Dimethyl- 
aminobenzaldehyd zu erklaren. 


Summary 


3-substituted indole derivatives with free 2-positions react, as 
a rule with p-dimethylaminobenzaldehyde to form 2:2’-diindolyl- 
methanes, which are converted by oxidizing agents into the corres- 
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ponding diindolyl-methenes. Indole derivatives in which the 2- and 
3-positions are unsubstituted, especially indole itself, react with alde- 
hydes to form tetrahydroindolocarbazole derivatives, which to give a 
blue coloration must condense with another molecule of aldehyde and 
then be oxidized. 2:2':2’’-triskatylmethane loses skatole on heating in 
acid solution to give 2:2’-diskatylmethene, whereas oxidation in the 
cold converts it to triskatylmethene. On the basis of these results it is 
possible to interpret the whole series of colour reactions between indole 
derivatives and dimethylaminobenzaldehyde described in the bioche- 
mical literature. 
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Zur Kenntnis der Lipoide von Thyphusbakterien 
V. Mitteil. iiber Bakterienlipoide ! 
Von 
S. Gmelik 
Aus dem Centralen Hygienischen Institut Zagreb, Jugoslawien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Oktober 1954) 


Unsere ersten Untersuchungen an den Lipoiden von Typhusbak- 
terien? konnten kein befriedigendes Bild tiber deren quantitative Zu- 
sammensetzung geben. Da wir im Laufe der weiteren Untersuchungen ® 
stets eine groBe Anzahl freier Fettsiuren fanden, schien es uns niitzlich, 
diese genauer aufzuteilen. Die Untersuchungen wurden an einem stark 
virulenten ,,Vi+O‘-Stamme mit unserer Bezeichnung ,,Z 47“ ausge- 
fiihrt*. 

Der Gesamtlipoidgehalt von rund 5% iibertraf den Lipoidgehalt 
anderer Stimme. Davon entfielen 0,9% auf freie Palmitinsaiure, die in 
Form ihres Natriumsalzes vorhanden war. Beim Zerlegen der isolierten 
Seifen erhielten wir véllig reine Palmitinsiure. Es scheint demnach keine 
andere Fettsaéure in Form ihres Salzes vorhanden zu sein. Die Anwesen- 
heit von Natriumpalmitat wurde auch bei Diphteriebakterien von 
Macheboeuf und Cassagne® nachgewiesen. 

Der Phosphatidgehalt war sehr niedrig und machte nur 3% der 
Gesamtlipoide aus. Das Phosphatid enthielt 4,149, Phosphor und 2,5% 
Stickstoff. Diese Werte entsprechen vollkommen den Analysenzahlen 
des Phosphatids vom ,,Vi‘‘-Bhatnagar-Stamme. Bei der alkalischen 
Hydrolyse lieferte es 62,3°% Fettsiuren mit dem mittleren Mol.-Gew. 264. 
Im hydrolysierten sowie unhydrolysierten Phosphatid konnten wir 
kein Cholin nachweisen. Bei der papierchromatographischen Unter- 
suchung des salzsauren Hydrolysates fanden wir Asparagin- und Glu- 
taminsiure, Glykokoll, Ornithin, x-Alanin, £-Alanin, Valin und Leucin 
sowie Athanolamin. Die unbekannte ninhydrin-positive Substanz, die 


1 TV. Mitteil.: S. Cmelik, Schweiz. Z. Bakteriol. Pathol. 17, 28 [1954]. 

2 S. Cmelik, diese Z. 290, 146 [1952]. 

3 §. Cmelik, diese Z. 293, 222 [1953]; 296, 67 [1954]. 

4 Alle unsere bisherigen Untersuchungen wurden an Laboratoriumsstammen 
durchgefiihrt. Der Stamm Z 47 wurde aus dem Stuhle eines Typhuskranken iso- 
liert und seine hohe Virulenz wahrend der Massenkultur von Zeit zu Zeit durch 
Passagen an Miusen erhalten. Es ist anzunehmen, dafi die Zusammensetzung 
dieses Stammes derjenigen der unter natiirlichen Bedingungen vorkommenden 
Bakterien am meisten entsprechen wird. j 

5 M.Macheboeuf u. H.Cassagne, C.R.hebd. Séances Acad. Sci. 200, 
1988 [1935]. 
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wir in den Hydrolysaten anderer Bakterienphosphatide fanden?, ist 
mit Athanolamin ident'sch. MengenmaBig ist das Athanolamin un- 
gefahr zehnfach stairker als die Aminosiuren vertreten. Man braucht 
nicht anzunehmen, daB die Aminosiuren im Phosphatid als Verun- 
reinigung vorkommen. Bei der papierchromatographischen Untersuchung 
des ungespaltenen Phosphatids wanderte namlich dieses als ein einziger 
ninhydrin-positiver Fleck. Diese Tatsache konnten wir auch bei anderen 
Salmonella-Phosphatiden feststellen, und man kénnte daraus schlieBen, 
daB die Aminoséuren in Peptidform vorhanden sein miissen. Es ist 
ebenfalls interessant, daB wir in allen bisherigen Phosphatidhydrolysaten 
mindestens je eine Aminodicarbonséure fanden. Man kénnte daher im 
Einklang mit Westphal und Liideritz® vermuten, daB diese Amino- 
dicarbonséuren vielleicht eine Rolle bei der Bindung des Peptids zum 
Phospholipoid spielen kénnten. In bezug auf den Gehalt von Amino- 
siuren zeigt das Phosphatid eine groBe Ahnlichkeit mit komplex ge- 
bundenen Phosphatiden, die Niemann’ und Westphal® mit ihren 
Mitarbeitern durch Spaltung von Lipopolysacchariden aus E. coli und 
S. aborlus equi erhielten. 

Nach dem Abtrennen des Phosphatids entfernte man die nur in 
geringer Menge vorhandenen freien fliichtigen Saéuren durch Ausschiitteln 
der atherischen Lésung mit Natriumhydrogencarbonat. Die hodheren 
Fettséuren wurden-mit verdiinnter Natronlauge extrahiert. Dabei er- 
wiesen sich 67% der Gesamtlipoide als freie Fettsiuren. Diese waren aus 
fast gleichen Teilen fester und fliissiger Siuren zusammengesetzt. Die 
festen bestanden aus reiner Palmitinsaiure, wahrend die fliissigen ein 
Gemisch mit Jodzahl 39,8 waren. Durch katalytische Hydrierung und 
wiederholte Abtrennung tiber die Bleisalze konnte Palmitinsaure isoliert 
werden. Etwa 25% der freien Fettsiuren bestand demnach aus Hexa- 
decensaure. Die chromatographische Bearbeitung des esterifizierten 
und acetylierten fliissigen Anteils lieferte eine Fraktion, deren Kenn- 
zahlen einer Oxy-myristinsaure entsprechen. 

Die Fettsiureester bildeten nur 8,2°, der Gesamtlipoide. Durch 
Verseifung erhielt man 9,19 Unverseifbares und 80% Fettsauren, die 
aus 60% fester und 39°% fliissiger Sauren bestanden. Die festen Sauren 
konnte man ebenfalls als reine Palmitinsiure identifizieren, wahrend 
die fliissigen Sauren Gemische waren. Die Fettsiuren waren mit Glycerin 
verestert. Mit Kohlenhydraten veresterte Fettsiéuren konnten nicht 
gefunden werden. 

Durch Behandeln der véllig extrahierten Bakterien mit Alkohol- 
Ather (1:1), enthaltend 1% Salzsiure, bei Zimmertemperatur, konnte 
man 0,3% fest gebundener Lipoide isolieren. 


6 O. Westphal u. O. Lideritz, Angew. Chem. 66, 407 [1954]. 

? M. Ikawa, J. B. Koepfli, 8. G. Mudd u. C. Niemann, J. Amer. chem. 
Soc. 75, 1035 [1953]. 

8 A. Boivin, I.Mesrobeanu und L. Mesrobeanu, C.,R. Séances Soc. 
Biol. Filiales Associées 114, 307 [1933]. 
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Uber die Natur dieser Lipoide war bisher recht wenig bekannt. Die meisten 
Vorscher®:® isolierten solche Lipoide durch Spaltung des wasserléslichen antigenen 
Komplexes, 4uBerten sich aber nicht iiber die Zusammensetzung. Freeman und 

A{nderson?® erhielten bei der Hydrolyse des O+Vi-Antigens 2,7—4,3% ather- 
léslicher Lipoide, aus denen sie ein Phosphatid mit 1,2°, N und 1,0% P sowie 
freie Fettsiuren isolierten. 

Wir konnten die fest gebundenen Lipoide ebenfalls in Phosphatide 
(11,2%) und freie Fettsauren (88,7%) trennen. Das Phosphatid enthielt 

1,3% N und 2,4% P. Die Fettsaiuren lieferten bei der Bleisalztrennung 
24,1% fester Saéuren, deren Neutralisationszah] 204,5 annahernd der 
Stearinsaure entsprach. Die flissigen Fettsiuren hatten eine Jodzahl 
73,4 und eine sehr niedrige Neutralisationszahl (82,3), was auf ein Vor- 
handensein hochmolekularer Fettsiuren mit ungefaihr 44 C-Atomen 
deuten wiirde. Bei der Isolierung der komplex gebundenen Lipoide 
schied sich ein Gemisch krist. Aminosiuren, bestehend aus Glutamin- 
saure, Glykokoll, «-Alanin, #-Alanin, Valin und Leucin, ab. Fett- und 
Aminosaiuren werden wahrscheinlich sekundiér aus den komplex ge- 
bundenem Phosphatid wihrend der Extraktion abgespalten’™. 

Nach den Untersuchungen von Dennis! sollen die Fettséuren der Lipoide, 
insbesondere der Phosphatide aus Typhusbakterien, in ihrer Wirkung auf Gewebe 
der Phthionsdiure nahestehen!”, Aus der Bildung von tuberkelahnlichen Knoten, 
die aus granuliertem Gewebe und mononuclearen Zellen bestanden, schloB er auf 
das Vorhandensein héhermolekularer Fettsiuren mit verzweigter Kohlenstoff- 
kette. Im Laufe unserer Untersuchungen konnten wir unter den Neutrallipoiden 
sowie den Phosphatiden keine héhermolekulare Fettsiure nachweisen. Es ist aber 
méglich, daB solche Fettséuren in den komplex gebundenen Lipoiden vorkommen, 


Tab. 1. Verteilung verschiedener Fraktionen in den Lipoiden 
von Salmonella typhosa ,,Z 47° 














oO Oo 
Spalkti oO /¢ 
Fraktion der Trockensubstanz der Gesamtlipoide 
Natriumpalmitat. ....... 0,93 18,72 
Freie Fettsiuren ....... 3,37 67,37 
Fettsiureester ........ 0,42 8,22 
Phosphatide . . sane 0,14 3,09 
Komplex gebundene Lipoide mite 0,38 3,20 
Gesamtlipoide. . .. .. 2... 5,24 


® H. Raistrick u. W. W.C. Topley, Brit. J. exp. Pathol. 15, 113 [1934]; 
A. Boivin u. L. Mesrobeanu, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 128, 
5 [1938]; Soru u. Combiesco, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 133, 
498 [1940]. 

10 G. G. Freeman u. T. H. Anderson, Biochem. J. 35, 564 [1941]. 

1@ Anm. b. d. Korr.: Wie uns erst jetzt zur Kenntnis kam, isolierten 
W. Schrade,. G. Becker u. E. Béhle (Klin. Wschr. 32, 27 [1954]) aus den 
acetonunléslichen Lipoiden des menschlichen Serums eine Anzahl von Substanzen, 
die sich ebenfalls als Lipo,eptide erwiesen. Diese enthielten zwischen 3 und 11 
verschiedene Aminosauren, darunter fast iikerall Diaminosauren. 

11 E. W. Dennis, Amer. J. Hyg. 32B, 1—7 [1940]. 

122 Ff, R. Sabin u. K.C. Smithburn, Physiol. Rev. 12, 141 [1932]. 
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durch Hydrolyse abgespalten werden und so in die mit organischen Solvenzien 
léslichen Lipoide gelangen. 

Eine Ubersicht itiber die Verteilung verschiedener Fraktionen in 
den Lipoiden der Typhusbakterien gibt Tab. 1 


Beschreibung der Versuche 


Ziichtung der Mikroorganismcn 
Salmonella typhosa (Stamm Z 47) wurde in Kolleschen Flaschen auf einem 
festen Nahrboden, bestehend aus Kalbfleischbriihe und Proteosepepton (,,Difco‘‘) 
mit 1,8°% Bacto-Agar 24 Stdn. bei 37° geziichtet. Es wurde insgesamt ein Ansatz 
von 600 Flaschen vorbereitet und in Portionen von 100 Stiick verarbeitet. 


Herstellung der Lipoide 

Die Extraktion erfolgte auf iibliche Weise durch Behandlung mit Aceton und 
Ather-Alkohol (1:1)2. Wahrend der Extraktion ging ein Teil des vorhandenen 
Natriumpalmitates in Lésung und schied sich beim Konzentrieren der Losungen 
ab. Der chloroformlésliche Anteil des Acetonextraktes wurde in Wasser aufgelést 
und aus ihm durch Ansauren und Ausschiitteln mit Ather ein Teil der Palmitin- 
siure isoliert. 120g trockene Bakterienmasse lieferten 5,83 g (4,86%) Lipoide 
in Form einer braunen und festen Masse. 


Identifizierung des Natriumpalmitates 

Die Gesamtlipoide wurden in etwas Ather aufgelést, vom ungelésten Teil 
abfiltriert und der unlésliche Riickstand mit Ather nachgewaschen und getrocknet. 
Es verblieben 800 mg einer gelblichen Substanz. Das in Wasser aufgeléste Salz 
wurde mit Schwefelsaure abgeschieden, die Saiure ausgeithert und nach dem Ver- 
dampfen des Athers im Vak. getrocknet. Die erhaltene Substanz war reine Pal- 
mitinsaure. 

9 mg Sbst.: 0,70 cem n/20-KOH. 

C,.H;,0, Ber. Aquiv. -Gew. 256,3 Neutr.-Zahl 218.92 
Gef. Aquiv.-Gew. 257,2 Neutr.-Zahl 218,1 
p-Brom-phenacylester'’. Aus400 mg Saure und350 mg p-Brom-phenacylbromid. 
Schmp. 86°; mit p-Brom-phenacylester aus reiner Palmitinsiure (Schmp. 87°) 
keine Depression. 

Die waBrige Lésung wurde mit Bariumcarbonat neutralisiert, das entstan- 
dene Bariumsulfat abzentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit auf dem 
Wasserbad bis auf 1 ccm eingeengt. In dieser Lésung konnte man das Natrium 
mittels Uranylacetats und Essigsiure als Natriumuranylacetat nachweisen. 


Abtrennung und Untersuchung der Phospholipoide 

Die atherische Loésung der Lipoide wurde bis auf wenige ccm eingeengt und 
mit 100 ecm Aceton, unter Zufiigung einiger Tropfen Magnesiumchlorid in Alkohol, 
gefallt, wobei sich ein gelber, flockiger Niederschlag abschied. Nach einigen Stunden 
sae zentrifugiert, der Niederschlag in Ather aufgelést und die Fallung wieder- 
holt. Das 5mal umgefallte Produkt wurde zentrifugiert und im Vak. getrocknet. 
Ausb. 165,9 mg (0,14%). 

Phosphor (nach Pregl-Lieb) : 16,3 mg Sbst.: 46,8 mg (NH,), [P(Mo,0,9),4]. — 
Stickstoff (nach Kjeldahl) : 5,2, 5,3 mg Sbst.: 0,65, 0,65 cem n/70-H,SO, 

Gef. P 4,14, N 2,5, 2,45 

Verseifung der Phospholipoide: 70 mg Sbst. wurden in 10 ccm 5-proz. 
methanol. Kalilauge 1 Stde. unter RiickfluB verseift, mit Schwefelsdure ange- 
sduert und mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Verdampfen der gewaschenen 
ather. Lésung verblieben 43,6 mg (62,3°%) Fettsiuren mit Neutr.-Zahl 212,3. 


13 N, L. Drake u. J. Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 [1930]. 
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Fiir den Nachweis von stickstoffhaltigen Verbindungen wurden 70 mg Sbst. 
12 Stdn. mit 5ccm 6-n.HCl hydrolysiert und aufgearbeitet wie friiher (1. c.*, 
S. 226) beschrieben. Ein Teil des Hydrolysats wurde auf Whatman-Filterpapier 
Nr. 1 18 Stdn. in Phenol chrometographiert. Nach dem Trocknen des Papiers 
fiihrte man den Nachweis auf Cholin nach Chargaff, Levine und Green" aus. 
Die Reaktion war negativ. Auch mit der sehr empfindlichen Florenceschen Reak- 
tion!’ konnte kein Cholin nachgewiesen werden. 

Ein anderer Teil des Hydrolysats wurde auf Whatman-Filterpapier Nr. 1 
nach Consden, Gordon und Martin?® chromatographiert. Das Chromato- 


gramm wurde 96 Stdn. mit Butanol und 24 Stdn. mit Phenol entwickelt. Nach 
dem Bespriihen mit Ninhydrin und 
beobachtet werden. Davon entspra- 
chen 8 Flecke nach ihrer Stellung fol- © 
4 
Asparaginsaure (1), Glutamin- /) 
saure (2), Glykokoll (3), Ornithin 
lin (8), Leucin (9). Fleck 5 konnte D: 
nicht identifiziert werden, wahrend 
graphie mit reiner Subst. als Athanol- 
amin identifiziert wurde. Im Hydro- 6 
lysat waren Athanolamin und Leucin e 
Gs 


Erwarmen bei 70° konnten 10 Flecke BUTANOL 
genden Aminosauren (siche Abb. 1): 

Ne 
(4), «-Alanin (6), G-Alanin (7), Va- 
Fleck 10 durch Vergleichschromato- Q@ 6 
mengenmafig am stirksten vertreten. 


D 
Abb. 1. Chromatogramm des mit M0 D 
6-n. HCl erhaltenen Hydrolysats der 


Phospholipoide. 





PHENOL 














Bei der Chromatographie einer Lésung der unhydrolysierten Phospholipoide 
(24Stdn.in Phenol) konnte nur ein ninhydrin-positiver Fleck (AF 0,82) beobachtet 
werden. 

Die freien Fettsauren 

4,726 g acetonléslicher Lipoide, in 100 ccm Ather aufgelést, wurden 3 mal mit 
je 50 cem 4-proz. NaHCO, ausgeschiittelt. In der angesduerten Lésung konnte man 
durch Ausathern nur Spuren fliichtiger Fettsiuren nachweisen. Nachfolgend schiit- 
telte man die Lésung 3 mal mit je 30 cem 2-proz. Natronlauge aus. Der angesiu- 
erte alkalische Auszug lieferte nach dem Ausathern und Abdampfen des Lésungs- 
mittels 3,928 g (67,37%) Fettsiuren. Die Bleisalztrennung nach Twitchell!’ 
ergab 49,2% fester und 50,06% fliissiger Fettsiuren. Die festen Fettsiuren be- 
standen aus reiner Palmitinsaure. 

24,0 mg Sbst.: 1,90 cem n/20-KOH. 

CygH,,0, Ber. Aquiv.-Gew. 256,3 Neutr.-Zahl 218,92 
Gef. Aquiv.-Gew. 252,7 Neutr.-Zah] 222,60 


Die Substanz lieferte, mehrmals aus Aceton umkristallisiert, reine Palmitin- 
siure (Schmp. 60°); mit reinster Palmitinsiure (Schmp. 63°) keine Depression. 


14 FE. Chargaff, C. Levine u. Ch. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 [1948]. 

1 —. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung, 
Bd. 2, S. 1689. Leipzig 1941. 

16 R.Consden, A.H. Gordon u. A.J. P.Martin, Biochem. J. 38, 224 
[1944]. 
17 E. Twitchell, Ind. Engng. Chem. 13, 806 [1921]. 
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p-Brom-phenacylester: Aus 300mg Sbst., 60 mg Na.CO, und 250 mg p- Brom- 
phenacylbromid. Nach dem Umkristallisieren aus 80-proz. Alkohol Schmp. 84°; 
mit p-Brom-phenacylester aus reiner Palmitinsaiure (Schmp. 87°) keine Depression. 

Die fliissigen Fettsiuren besaBen eine Jodzah! 39,8 und eine Neutralisations- 
zahl 170,8. 1,9 g dieser Sauren nahmen in 25 cem Alkohol wahrend 6 Stdn. 72 cem 
Wasserstoff auf. Das hydrierte Produkt wurde mit methanol. Kalilauge verseift, 
die Fettsiuren mit Schwefelséure abgeschieden und in Ather aufgenommen. Nach 
dem Abdestillieren des Lésungsmittels wurden die Fettsiuren im Vak. getrocknet. 
Das hydrierte Produkt (Jodzahl 7,8) wurde abermals iiber die Bleisalze?’ getrennt 
und lieferte dabei 51.1% fester und 47,8°, fliissiger Siiuren. Die festen Sauren be- 
standen aus reiner Palmitinsaure. 


56,2 mg Sbst.: 4,30 cem n/20- KOH. 
C,gH;,0, Ber. Aquiv.-Gew. 256,3  Neutr.-Zah] 218,92 
Gef. Aquiv.-Gew. 261,4 Neutr.-Zahl 214,6 


p-Brom-phenacylester: Aus 300 mg Sbst.. 60 mg Na.CO, und 250 mg p-Brom- 
phenacylbromid, wie beschrieben. Keine Depression mit authent. Ester aus reiner 
Palmitinsaure. 

Die fliissigen Fettsaéuren (455 mg) wurden in 5 ccm Methanol aufgelést und 
unter Zusatz von 0,2 cem konz- Schwefelséure 2 Stdn. unter RiickfluB esterifiziert. 
Es wurde mit Wasser verdiinnt, die Ester ausgeathert, gewaschen und nach dem 
Verdampfen des Athers im Vak. getrocknet. Die Ester (454 mg) wurden dann in 
20 ccm Petrolather gelést und iiber eine Saiule von 10 g Aluminiumoxyd (Aktivitat 
II) chromatographiert. Die mit Petrolather eluierten Fraktionen (365 mg) wurden 
mit methanol. Lauge verseift, wobei man eine wachsartige Substanz von Schmp. 
32 —33° erhielt. 127 mg dieser Substanz acetylierte man 2 Stdn. mit 2 cem Acetan- 
hydrid und 20 mg Natripmacetat, verdiinnte mit Wasser und schiittelte mit Ather 
aus. Das acetylierte Produkt wurde nach dem Trocknen (136 mg, Zuwachs 6,9°%) 
in etwas Petrolather aufgelést und tiber 5 g Aluminiumoxyd chromatographiert. 












































Nr. Lésungsmitte! mg Eluat 
1 Petrolather is 
2 Petrolather-Benzol (3:1) Ze 
3 Petrolather-Benzol (1:1) 0,5 
4 Benzol | 1,9 
5 Benzol-Ather (1:8) 0,7 
6 Benzol-Ather (1:1) 4.7 
7 Ather 14,2 
8 | Ather 38.9 
9 Methanol 41,9 
10 | Methanol-10°, Essigsaiure 28,5 








Frakt. 7 und 8 wurden 7 Stdn. mit methanol. Kalilauge verseift, die Mischung 
angesduert und das Produkt ausgeathert. Nach dem Verjagen des Lésungsmittels 
wurde im Vak. getrocknet. Schmp. 38°. 

22,1 mg Sbst.: 1,80 cem n/20-KOH. 

C,,4H.,0, Ber. Aquiv.-Gew. 244,29 Neutr.-Zahl 229,68 
Gef. Aquiv.-Gew. 245,7 Neutr.-Zahl 228,4 
Acetylierung: 24 mg Sbst. wurden wie oben acetyliert. Das Produkt wurde aus- 
geathert und nach dem Verdampfen des Lésungsmittels im Vak. getrocknet. Farb- 
loses Ol. 

19,45 mg Sbst.: 1,40 cem n/20-KOH. 

C,;H390, Ber. Aquiv.-Gew. 286 Neutr.-Zahl 196,1 
Gef. Aquiv.-Gew. 277,9 Neutr.-Zahl 201,9 
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Die Fettsaureester 


Die ather. Lésung nach dem Entziehen der Fettsiuren wurde eingedampft 
und im Vak. getrocknet. Es verblieben 504,3 mg (8,22%) eines zihen Oles der Jod- 
zahl 90,6. 490 mg dieser Substanz wurden mit 30ccm Methanol und 2g KOH 3 Stdn. 
unter RiickfluB verseift. Nach dem Abdestillieren von 15 ccm Methanol wurde 
50 cem Wasser zugefiigt und das Unverseifbare 2mal mit je 15 cem Ather ausge- 
schiittelt. Nach dem Waschen und Verdampfen der ather. Lésung verblieben 
44,6 mg (9,1°%) Unverseifbares in Form einer wachsartigen Masse. Das Unverseif- 
bare wurde nicht weiter untersucht. 2 

Aus der angesauerten alkalischen Lésung wurden die Fettsauren in Ather auf- 
genommen, gewaschen und nach dem Verdampfen des Lésungsmittels im Vak. ge- 
trocknet. Ausb. 390,7 mg (79,7% ). Die Trennung iiber die Bleisalze! ergab 60,7°% 
fester und 38,8°% fliissiger Fettsiuren. Die festen Fettsiuren bestanden aus reiner 
Palmitinsaure. 


136,8 mg Sbst.: 10,50 eem n/20-KOH. 


C,¢H;,0, Ber. Aquiv.-Gew. 253,3  Neutr.-Zah] 218,92 
Gef. Aquiv.-Gew. 260,6 Neutr.-Zahl 215,3 


p-Brom-phenacylester: Aus 100 mg Saure und 75 mg p-Brom-phenacylbromid, 
wie beschrieben. Keine Depression mit authent. Ester. 

Nachweis von Glycerin: In der wasserigen Lésung nach der Abscheidung 
der Fettsiuren wurde das Glycerin durch Oxydation mit Perjodsiure nach Ramsay 
und Stewart!® nachgewiesen. Die Reaktion auf Kohlenhydrate nach Molisch 
fiel negativ aus. 


Die komplex gebundenen Lipoide 


Die mit Ather-Alkohol behandelten Bakterien wurden im Soxhlet griindlich 
mit Chloroform ausgezogen, wobei nur Spuren léslicher Substanzen anfielen. Die 
extrahierten Bakterien wurden (etwa 120g) dann 





in 500 eem Ather-Alkohol (1:1), enthaltend 1° HCl, 

suspendiert und unter 6fterem Umschiitteln 14 Tage PHENOL 
stehen gelassen. Man saugte dann scharf ab und © | © 
wusch die Bakterien gut mit Alkohol-Ather nach. 


Die neutralisierte Lésung wurde im Vak. bis zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand mit Chloro- 
form-Alkohol (10,1) digeriert und filtriert. Die L6- 
sung wurde wiederholt zur Trockne eingedampft, 
mit reinem Chloroform digeriert und filtriert. Auf 
dem Filter blieb ein rosagefairbter wasserléslicher, 
krist. Riickstand zuriick. 


Chromatographische Untersuchung 
des wasserléslichen Riickstandes 


Kin Tropfen der wasserigen Lésung wurde auf 
Whatman-Filterpapier Nr. 1 28 Stdn. in Phenol- 
Wasser chromatographiert. Nach dem Trocknen, 
Besprithen mit Ninhydrin und Erwarmen zeigten 
sich 6 Flecke. Durch einen Kontrollversuch mit 
reinen Aminosaéuren konnten sie als Glutamin- 








Abb. 2. Chromatogramm des bei der Isolierung der 
komplex gebundenen Lipoide erhaltenen wasser- 
léslichen Riickstands. 
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18 W.N.M. Ramsay u. ©. P. Stewart, Biochem. J. 35, 39 [1941]. 
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saure (1), Glykokoll (2), «-Alanin (3), 6-Alanin (4), Valin (5) und Leucin (6) 
identifiziert werden (Abb. 2). 
Das Phosphatid: Der Riickstand nach dem Eindampfen der Chloroformlésung 
(189 mg) wurde in wenig Petrolather gelést und mit Aceton gefallt. Nach dem Ab- 
schleudern des Niederschlages wurde derselbe noch zweimal aus Ather mit Aceton 
umgefallt. Es verblieben 21,3 mg (11.2%) eines weiSen Pulvers. 

Phosphor (nach Pregl-Lieb): 13 mg Sbst.: 22,2 mg (NH,)3;[P(Mo,049),4]. — 
Stickstoff (nach Kjeldahl): 4,6, 6,7 mg Sbst.: 0,3, 0,45 cem n/70-H,SO,. 

Gef. P 2,44 N 1,30, 1,37 

Der acetonlésliche Riickstand: Die Acetonlésung lieferte nach dem Ein- 
dampfen 170 mg (88,7%) einer teilweise kristallisierten Substanz. Bei der Trennung 
iiber die Bleisalze’® gewann man 24,1°% fester und 70,8% fliissiger Fettsiuren. 





| Jodzahl | Neutr.-Zahl | durchschnittl. Mol.-Gew. 





Feste Fettsiuren 


204.5 275 
Fliissige Fettsaiuren 


73,4 | 82,3 682 





Kin Teil der chromatographischen Untersuchungen wurde von Herrn Mr. ph. 
B. Briski ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchung der Lipoide eines stark virulenten Stammes 
S. typhosa ergab, daB diese in tiberwiegender Menge freie Fettsauren 
enthalten. Aus den freien sowie esterifizierten Fettsiuren wurde Pal- 
mitinsaure isoliert. Ein groBer Teil der freien Palmitinsiure ist in 
Form ihres Natriumsalzes vorhanden. Die freien Fettsaiuren enthalten 
auBerdem eine bedeutende Menge Hexadecensaure sowie eine 
Oxymyristinsaéure. Die Lipoide enthalten nur wenig Phosphatide, 
die bei der Spaltung Athanolamin sowie eine Anzahl Aminosauren 
lieferten. Kohlenhydrate und Cholin waren nicht nachweisbar. Die 
komplex gebundenen Lipoide stellen ein Gemisch von Phosphatiden 
und freien Fettsiuren dar, die eine hochmolekulare Saure enthalten. 


Summary 


Investigation of the lipids of a highly virulent strain of S. typhosa 
has shown that they consist principally of free fatty acids. Palmitic 
acid was isolated both from the esterified and from the unesterified 
fatty acids; in the later it was present chiefly as the sodium salt. The 
free acids contain also appreciable quantities of hexadecenoic acid and 
of a hydroxymyristic acid. The lipids contain only a small quantity of 
phosphatides, which yield ethanolamine and a variety of amino-acids 
on hydrolysis. Carbohydrates and choline were not detectable. The 
complex lipids comprise a mixture of phosphatides and free fatty acids, 
which include an acid of high molecular weight. 
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Zur Kenntnis der den biologischen Abbau der C-Kette 
einleitenden Dehydrierungen: 
Dehydrierungen von Kohlenwasserstoffen und Fettséuren 
in der Darmwand 
Von 
Karl Bernhard, Urs Gloor und E, Scheitlin 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. November 1954) 


Wir haben vor einiger Zeit unter Heranziehung der Isotopentechnik 
Resorption und Oxydation aliphatischer Kohlenwasserstoffe zu ent- 
sprechenden Fettsaéuren bewiesen!. 

Die Umwandlung einer Methyl- in eine Carboxylgruppe diirfte mit 
einer Dehydrierung in Stellung 1.2 beginnen, anschlieBend ist die Ent- 
stehung eines Alkohols denkbar, woraus sich schlieBlich die Carboxyl- 
gruppe bildet: 

—CH,—CH, - —CH=CH, ~ —CH,—CH,OH -~ —CH,—COOH. 

Es schien nicht ausgeschlossen, daB die Methyloxydation oder zumindest 
gewisse Teilreaktionen derselben, z. B. die anfangliche Dehydrierung 
schon in der Darmwand, also wihrend der Resorption stattfinden 
kénnten und mittels geeigneter Versuche mit signierten Verbindungen 
durch Analyse der Lymphe nachweisbar waren. 

Wir verabreichten an Ratten mit Ductus-thoracicus-Fistel in Stellung 
1.2 deuterierte Kohlenwasserstoffe. Sie wurden in Gemischen mit 
Oliven6l appliziert und aus der abflieBenden Lymphe wieder zuriick- 
gewonnen. Nach Abtrennung der Sterine durch Fallung mit Digitonin 
destillierten wir das verbleibende Paraffin im Hochvakuum. Die ersten 
Fraktionen wiesen ungesittigten Charakter auf. Ihr Absorptionsspektrum 
zeigte im Gegensatz zu den verfiitterten Verbindungen z. B. bei 2240 A 
ein Maximum. Die analysenrein isolierten Kohlenwasserstoffe besaBen 
in allen Fallen eine niedrigere Isotopenkonzentration als das Ausgangs- 
material. Aus Tab. 1 ist ersichtlich, daB besonders Decan und Tetra- 
decan mit wesentlich weniger Deuterium in der Lymphe erschienen. 
Ferner konnten nach Decan-Gaben Fettsiuren mit einem D-Gehalt von 
0,1 Atom-% erhalten werden, die, mit Wasserdampf destilliert, fliich- 
tige Fettsiuren mit 0,65 Atom-% D lieferten. 


1K. Bernhard, U. Gloor u. E. Scheitlin, Helv. chim. Acta 35, 1908 
[1952]. 
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Tab. 1. Orale Verabreichung in Stellung 1.2 deuterierter Kohlenwasserstoffe an 
Ratten mit Ductus-thoracicus-Fistel. 














Atom-% D 
a Abnahme des 
seaman vor nach D-Gehalts 
is in ° 
Fiitterung 6 
Hexadecan .... 4,6 3.6 20 
Tetradecan .... 3.8 1.6 58 
Dodecan . . . ..« 6,4 5,7 11 
Decan : 6,1 32 47 








Die mitgeteilten Befunde lieBen also eine sich offenbar auch im 
Darme vollziehende Methyloxydation erkennen und sind unseres Er- 
achtens ein deutlicher Beweis einer im Darm stattfindenden, rever- 
siblen Dehydrierung der verfiitterten Kohlenwasserstoffe. Es ist in- 
dessen daran zu erinnern, daB wir nicht ausschlieBlich Darmlymphe, 
sondern auch Leberlymphe bei der gewahlten Operationstechnik 
sammelten und damit der Einwand erhoben werden kénnte, die beob- 
achtete Dehydrierung finde in der Leber statt. Der Anteil der Leber- 
lymphe ist indessen gering. Es scheint, daB die niederen Fettséuren nach 
ihrer Resorption direkt der Leber zugefiihrt werden?, fiir die verab- 
reichten Kohlenwasserstoffe sind soleche Méglichkeiten jedenfalls nicht 
bewiesen. Eine bakterielle Dehydrierung glauben wir ausschlieBen zu 
dirfen, da der gréBte Teil des verabreichten Kohlenwasserstoffes mit 
den Faeces unverandert ausgeschieden wurde. 

Wir fragten uns, ob nur die Wasserstoffatome am ersten und zweiten 
oder auch diejenigen am neunten und zehnten Kohlenstoffatom fer- 
mentativ angegriffen wiirden und fiitterten unter gleichen Bedingungen 
einerseits 1.2-Dideuterio-octadecan, anderseits 9.10-Dideuterio-octade- 
can, Aus der Lymphe wurden die Kohlenwasserstoffe wiederum ana- 
lysenrein erhalten und auf Deuterium gepriift. Wir beobachteten bei 
der erstgenannten Verbindung eine deutliche Verminderung der Iso- 
topenkonzentration, wahrend 9.10-Dideuterio-octadecan mit praktisch 
unverandertem D-Gehalt darin auftrat (vgl. Tab. 2). 


Tab. 2. Fiitterung in Stellung 1.2 oder 9.10 D-signierten Octadecans an Ratten mit 
Ductus-thoracicus-Fisteln. 











Atom-% D Verdiinnung 
Verbindungen wsdiiiaias aus der Lymphe des rai 
erhalten des 
1.2-Dideuterio- 
octadecan. . . 4,1 3,6 12 
9.10-Dideuterio- 
octadecan . . ii 1,28 2 








2 B. Bloom, J. L. Chaikoff u. O. Reinhardt, Amer. J. Physiol. 166, 
451 [1951]. 
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Die nachgewiesene Dehydrase diirfte daher in spezifischer Weise 
die Wasserstoffatome in Stellung 1.2, nicht aber diejenigen in Stellung 
9.10 angreifen. 

Der oxydative Abbau der Fettsiauren soll nach Entstehung eines 
Acylmercaptans, d.h. einer ,,aktiven“’ Fettsiure durch eine Dehy- 
drierung unter Bildung einer 2.3-ungesattigten Fettsiure eingeleitet 
werden. Diesbeziigliche experimentelle Beweise sind noch sparlich. 
Emmrich? erhielt nach Fiitterung von Methylbernsteinsiure Mesacon- 
siure. Ganz kirzlich beschrieben Seubert und Lynen‘ ein Athylen- 
Reduktase genanntes Enzym, das die Reaktion 
Leuko-Safranin + CH,-CH:CH-CO-8:CoA — Safranin + CH,-CH,-CH,-CO-S-CoA 
katalysiert. Green und Mitarbb.® gelangen Isolierung und Reinigung 
einer Butyryl-Coenzym-A-Dehydrase aus Ochsenleber mit folgender 
Wirkung: 

R-CH,:CH,:CO-S-CoA == R-CH:CH-CO-8:CoA + 2e + 2H*. 


Nach Gaben einer 9.10-signierten Stearinsdure als Athylester fanden 
wir dieselbe mit praktisch kaum verindertem Isotopengehalt in der 
Lymphe auf (Tab. 3). Anscheinend enthalt der Darm keine auf den | 
Wasserstoff in dieser Stellung reversibel wirksame Dehydrase, obwohl 
Hydrierung der Olsiure bzw. Dehydrierung der Stearinsiure dem 
Organismus geliufig sind. Die Deuterium-Verdiinnung machte sich 
lediglich bei denjenigen Proben etwas geltend, deren Schmelzpunkt tief 
lag und die vielleicht durch andere Saiuren, deren Abtrennung nicht 
vollig gelang, verunreinigt waren. 


Tab. 3. Fiitterung von signiertem Stearinsaure-dithylester an Ratten mit Ductus- 
thoracicus-Fisteln 

















9.10-Dideuterio-stearinsaiure 2.3-Dideuterio-stearinsiure 
Tier ees aus der Lymphe ee aus der Lymphe 
Nr. verftittert zuriickgewonnen verfattert zuriickgewonnen 
Atom-°, D |Atom-% D| Schmp. | Atom-°% D |Atom-° oD} Schmp. 

1 1,26 1,22 70° 1,37 0,71 70° 

2 1,26 1,04 65° 1,37 0,69 70° 

23 1,26 1,23 71° 1,37 0,51 69° 

4 1,26 1,05 70° 1,37 1,20 71° 

5 1,26 1,22 68° - — — 











Verfiitterten wir indessen die 2.3-Dideuterio-stearinsiure, so er- 
hielten wir aus der Lymphe stets Stearinséure mit reduziertem D-Gehalt. 
Auch unter Beriicksichtigung eines Austausches von labil gebundenem 
Wasserstoff war die eingetretene Verdiinnung merklich. Behandlung 
von 2.3-Dideuterio-stearinsiure mit Alkali unter Erwarmen fiihrte nam- 


3 R. Emmrich, diese Z. 261, 61 [1939}. 
4 W. Seubert u. F. Lynen, J. Amer. chem. Soc. 75, 2787 [1953]. 
5 D. E. Green, 8S. Mil u. H.R. Mahler, J. biol. Chemistry 206, 1 [1954]. 
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lich nur zu geringen D-Verlusten, die maximal 14% betrugen, wahrend 
wir im Mittel eine Abnahme um 43,1% feststellten. Verdiinnungen durch 
kérpereigene Stearinsiure waren, wie die Versuche mit 9.10-Dideuterio- 
stearinsiure bereits zeigten, nicht zu befiirchten, da Rattenfett nach 
Longenecker‘® bei fettarmer Diat z. B. nur 0,4% Stearinsaéure enthalt. 

Cremer’ hat in Fortfiihrung der Untersuchungen von Lang und 
Mitarbb. die Gegenwart einer Dehydrase im Diinndarm wahrscheinlich 
gemacht, welche vor allem gesattigte, aber nicht ungesiattigte Fettsauren 
angreift. Wir konnten zeigen, daB Kohlenwasserstoffe im Verlaufe ihrer 
Resorption in Stellung 1.2 dehydriert werden, also Beweise fiir die ihre 
Oxydation zu Sauren einleitenden Dehydrierungen erbringen. Fir die 
Stearinsiure wurde eine Dehydrierung in «,/-Stellung nachgewiesen, 
was wohl zur Annahme berechtigt, der /-oxydative Abbau der Fett- 
siuren finde, wie ihr Aufbau® auch in der Darmwand statt. 


Beschreibung der Versuche 


Die Herstellung der deuterierten Kohlenwasserstoffe wurde bereits be- 
schrieben’»®, Zur Gewinnung der 9.10-Dideuterio-stearinsaure wurden 20g 
durch sorgfaltige Destillation gereinigte Olsaure in 250 ml Ather-Alkohol (3:1) und 
1 ml 1-n.NaOH mit Deuteriumgas in Gegenwart von Raney-Nickel geschiittelt. 
Nach Stillstand der Gasaufnahme kristallisierten wir die Siure aus Methanol- 
Wasser und aus Aceton in der Kalte um; Schmp. 69—71°. 

Die 2.3-Dideuterio-stearinsaure erhielten wir durch Bromierung von 
Stearinsiure und Debromierung des Bromderivates mit konzentrierter alkohol. 
Kalilauge, indem die resultierende 2.3-Olsaure in der oben geschilderten Weise 
deuteriert und in Athylester iibergefiihrt wurde. Er war nach wiederholter De- 
stillation im Hochvakuum rein. 

Zu den Tierversuchen verwendeten wir miannliche weiBe Ratten von 
300—350 g Gewicht. Die Anlegung der Ductus-thoracicus-Fistel nahmen wir im 
wesentlichen nach den Angaben von Bollman!?® vor. Die Tiere wurden friihestens 
einen Tag nach dem operativen Eingriff verwendet. Die Applikation der zu prii- 
fenden Verbindungen erfolgte in Gemischen mit Olivenél, in dem Sinne, daB 20% 
Kohlenwasserstoff und 80% Ol vorlagen. Die taglichen Dosen betrugen etwa 1 ml 
und konnten fiir ein und dasselbe Tier mehrere Male wiederholt werden. Um die 
Kohlenwasserstoffe in zur Untersuchung geniigenden Mengen isolieren zu kénnen, 
wurden zumeist gleichzeitig mehrere Fisteltiere entsprechend gefiittert und die 
abflieBenden Lymphen vereinigt. 

Deren Aufarbeitung begann mit einer 2 Stdn. dauernden Verseifung mit 
alkal. Kalilauge unter Riickflu8, worauf 4—6 mal mit je 150 ml Petrolather extra- 
hiert wurde. Zu den Petrolatherriickstanden fiigten wir zur Ausfallung der Sterine 
waBrige Digitoninlésung, trennten den Niederschlag durch Zentrifugieren ab und 
extrahierten die verbliebenen Paraffine mit Ather. Sie wurden in Mengen von 
300—600 mg erhalten und im Kugelrohr destilliert. Die Hauptfraktion mit 


®° H. E. Longenecker, J. biol. Chemistry 128, 645, 129, 13, 180, 167 [1939]. 

7 H. D. Cremer, diese Z. 2638, 240 [1940]; K. Lang u. Mitarbb., diese Z. 261, 
240, 249; 262, 120, 123 [1939]. 

8 K. Bernhard u. F. Bullet, Helv. chim. Acta 30, 1784 [1947]. 

® U. Gloor, Untersuchungen iiber das Schicksal ungesittigter Fettsiuren 
und aliphatischer Kohlenwasserstoffe im Tierkérper, Dissertat. phil. nat. Fakultat 
Basel, 1953. 

10 J. L. Bollman, J. C. Cain u. H. J. Grindlay, J. Lab. clin. Med. 38, 
1349 [1948]. 
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richtigem Siedepunkt haben wir auf C, H und D analysiert; Vorlauf und Nachlauf 
wurden spektrophotometrisch untersucht. 

Nach Stearinsaureester-Fiitterung verseiften wir die Lymphe gleich- 
falls. Nach zweimaliger Extraktion mit 100 ml Petrolather wurde angesduert und 
dreimal mit 150 ml Petrolather extrahiert. Die aufgefundene Stearinsaure kristalli- 
sierten wir aus Methanol-Wasser und bei —20° aus Aceton um. 

Zur Kontrolle des Austausches der labil gebundenen «-standigen H-Atome 
der Stearinséure haben wir solche von bekanntem D-Gehalt denselben Bedingungen, 
wie wir sie bei der Aufarbeitung der Lymphe wihlten (Verseifung wahrend 2 Stdn. 
mit 20-proz. alkoholischer Kalilauge usw.), unterworfen. Es ergab sich bei zwei 
diesbeziiglichen Versuchen im Mittel ein Verlust von 14% des urspriinglichen 
)-Wertes. 

Wir danken der ASTRA Fett- u. Olwerke A. G. in Steffisburg (Bern) fiir 
einen finanziellen Beitrag zur Unterstiitzung unserer Arbeiten auf dem Fettgebiet. 


Zusammenfassung 


In Stellung 1.2-deuterierte Kohlenwasserstoffe (Octadecan, Hexa- 
decan, Tetradecan, Dodecan, Decan) wurden nach Fiitterung an Ratten 
mit Ductus-thoracicus-Fisteln aus der Lymphe mit geringerem, 9.10- 
Dideuterio-dodecan mit unverindertem Deuterium-Gehalt zuriickgewon- 
nen. Offenbar enthalt der Darm eine Dehydrase, die reversibel den 
Wasserstoff in Stellung 1.2 anzugreifen vermag. 

Auch 2.3-Dideuterio-stearinsaéure biiBte einen Teil ihres Deuterium- 
gehaltes ein, nicht aber 9.10-Dideuterio-stearinsaure. 

Die mitgeteilten Beobachtungen lassen somit in der Darmwand 
tatige Dehydrasen erkennen und beweisen den oxydativen Abbau der 
Kohlenstoffkette einleitende Dehydrierungen. 


Summary 


Hydrocarbons deuterated in the 1.2-position (octadecane, hexa- 
decane, tetradecane, dodecane, and decane) fed to rats with ductus 
thoracicus fistula appear in the collected lymph with a much lower 
deuterium content. 9.10-dideuteriododecane however shows a different 
behaviour and does not lose any hydrogen. Evidently the intestine 
contains a dehydrase that is able to remove reversibly the hydrogen 
atoms in 1.2-position. 

2.3-Dideuteriostearic acid also loses part of its deuterium content, 
but 9.10-dideuteriostearic acid does not. 

The observations described make possible the detection of dehy- 
drases in the intestinal wall, and demonstrate the dehydrogenations that 
precede the oxidative degradation of hydrocarbon chains. 
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Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 
V. Mitteilung! 


Die Reduktion von Reichsteins Substanz S zu A‘-Pregnen-triol- 
(17a.20a.21)-on-(3) 


Von 
H. J. Hiibener und J. Schmidt-Thomé 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 
und dem Biochemischen Laboratorium der Farbwerke Hoechst AG. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1954) 


Kiirzlich berichteten wir?, daB Reichsteins Substanz S (4- 
Pregnen-diol-(17«.21)-dion-(3.20)) in der Rattenleber zur Hauptsache 
wahrscheinlich in ein 20-Dihydroprodukt umgewandelt wird und nicht, 
wie friiher von uns? und anderen Autoren’ vermutet worden war, in das 
11£-Oxyderivat (Kendalls Compound F). Inzwischen haben wir die 
fragliche Substanz kristallin isoliert und konnten sie als 4*-Pregnen-triol- 
(17x.20x.21)-on-(3) identifizieren, wodurch unsere Vermutung bestatigt 
wird. Wir hatten offen gelassen, ob nicht neben dem Hauptprodukt auch 
Compound F in kleiner Menge entstanden sein kénnte. Auch diese Még- 
lichkeit konnten wir inzwischen ausschlieBen. Es ist daher wahrscheinlich, 
daB die Oxydation von Steroiden in der 11-Stellung der Nebennierenrinde 
vorbehalten ist und in der Leber nicht vor sich gehen kann. 

Wie friiher haben wir Substanz S mit Rattenleberhomogenaten be- 
briitet. Die Ansaétze wurden mit Chloroform extrahiert und die Extrakte 
papierchromatographisch untersucht. Die Chromatogramme zeigten im 
wesentlichen 3 Zonen (Abb. 1). Zwei davon, die wir als Yg und als St, 
bezeichnen, machen weniger als 1% der eingesetzten Menge an Substanz 
aus. Die dritte Zone, die die Hauptmenge darstellt, enthalt das friiher 
von uns als Xx bezeichnete Umwandlungsprodukt?. Es fand sich keine 
Spur einer Bande an der fiir Compound F zu erwartenden Stelle. 

Die Xs-Zone wurde mit Methanol eluiert. Aus den vereinigten 
Eluaten von 20 Ansitzen erhielten wir 20 mg eines kristallinen Roh- 
produktes und hieraus nach weiterer Reinigung 4 mg einer Substanz vom 
Schmp. 236° auf der Kofler-Schmelzbank und 222—225° im Schmelz- 
punktsréhrehen*. Durch Behandlung mit Acetanhydrid in Pyridin bei 


1 IV. Mitteil.: H. J. Hiibener, diese Z. 298, 283 [1954]. 

2 H. J. Hiibener, diese Z. 297, 68 [1954]. 

3H. J. Hiibener u. D. Amelung, diese Z. 293, 126 [1953]. 

4 F. W. Kahnt u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta, 34, 1790 [1951]; 
R. Axelrod u. L. L. Miller, Feder. Proc. 12, 173 [1953]. 

* Wir haben haufig beobachtet, daB zersetzliche Substanzen, vor allem 17«- 
Oxy-20-keto-steroide auf der Kofler-Schmelzbank bis zu 20° hédhere Schmelzpunkte 
zeigen als im Schmelzpunktsréhrchen. 
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Zimmertemperatur stellten wir ein Acetat her vom Schmp. 254° auf der 
Kofler-Schmelzbank und 252° im Schmelzpunktsréhrchen. Die Substanz- 
mengen reichten nicht aus, um C,H-Bestimmungen durchzufiihren oder 
die optischen Drehungen zu messen. Dagegen konnten wir ein Infrarot- 
spektrum nach dem von Schiedt und Reinwein® angegebenen Ver- 
fahren durch Einpressen der Substanz in Kaliumbromid aufnehmen® 
(Abb. 2). Im Vergleich zu Substanz S zeigt das Spektrum unserer Sub- 
stanz Xs nicht mehr die Bande der 20-Carbonylgruppe bei 5,86 wu, dafiir 
tritt aber eine zusatzliche Hydroxylbande auf bei 3,07 u. Dies spricht 
dafiir, daB die 20-Ketogruppe in eine 20-Oxygruppe iibergegangen ist. 
Auch die schon frither? beschriebene schwache Reduktionswirkung und 
die im Vergleich zu Substanz S erhdhte Polaritat, die zu einem niedri- 
geren Ry-Wert im Papierchromatogramm fiihrt?, machen es wahrschein- 
lich, daB Substanz Xg eine Oxygruppe an Stelle der 20-Ketogruppe 
enthalt. 

Bei der Reduktion von Substanz S zu einem 20-Dihydroprodukt 
kénnen 2 Isomere entstehen, die sich nur durch «- oder /-Stellung der 
20-Hydroxylgruppe voneinander unterscheiden; beide sind bekannt. 
Das f-Isomere (4*-Pregnen-triol-(17«.20.21)-on-(3)) wurde von Ru- 
zicka und Miller’ und von Logemann® im Jahre 1939 hergestellt. 
Das «-Isomere (A*-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3) wurde 1951 von 
Julian und Mitarbb.? neben dem £-Isomeren durch Reduktion der 20- 
Carbonylgruppe mit Lithiumaluminiumhydrid erhalten. 

Das f-Isomere besitzt nach den Angaben der Literatur einen 
Schmelzpunkt von 190—191°, sein 20.21-Diacetat schmilzt bei 189—191°. 
Da unsere Substanz Xs und auch das Acetat bedeutend hoher schmelzen, 
kann hier nicht das £-Isomere vorliegen. Wir haben aber auBerdem noch 
unsere Substanz mit authentischem /-Isomeren* verglichen und konnten 
weiter durch das Infrarotspektrum die Verschiedenheit beider Stoffe er- 
harten (Abb. 2). — Das x-Isomere schmilzt nach Julian und Mitarbb.® 
bei 225—227°, sein 20.21-Diacetat®!° bei 251—253,5°. Diese Schmelz- 
punkte stimmen mit denen fiir unsere Substanz Xg (222—225°) baw. fiir 
sein Acetat (252°) gut iiberein. 

Damit war in hohem MaBe wahrscheinlich, daB die Substanz Xx, dag 
A‘-Pregnen-triol-(17«.20x.21)-on-(3) sei. Zur weiteren Sicherung dieses 
Ergebnisses haben wir unser Produkt und zum Vergleich auch Substanz S 


5 U. Schiedt u. H. Reinwein, Z. Naturforsch. 7b, 270 [1952]; 8b, 66 [1953]. 
6 Die Infrarotspektren wurden von Herrn Dr.Hartmann im Pharmaz.- 
Wissenschaftlichen Laboratorium der Farbwerke Hoechst aufgenommen, wo- 
fiir wir ihm unseren Dank sagen. 
? L. Ruzicka u. P. Miller, Helv. chim. Acta 22, 755 [1939]. 
8 W. Logemann, Naturwissenschaften 27, 196 [1939]. 
® P.L. Julian, E. W. Meyer, W. J. Karpell u. W. Cole, J. Amer. chem. 
Soc. 78, 1982 [1951]. 
10 ©, W. Shoppee, Helv. chim. Acta 28; 925 [1940]. : 
* Wir danken Herrn Prof. Dr. A. Wettstein herzlich fiir die Uberlassung 
einer Probe des 20f-Isomeren. 
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unter den von Meyer?! beschriebenen Bedingungen mit Chromsdaure be- 
handelt, um die Seitenkette abzuspalten. In beiden Versuchen erhielten 
wir A*-Androsten-dion-(3.17), das papierchromatographisch durch seinen 
Ry-Wert, durch Mischchromatogramm mit authentischem Androsten- 
dion im System Ligroin/Propylenglykol!? und durch Anfairbung mit m- 
Dinitro-benzol identifiziert wurde. Bei dem aus Substanz S mit Leber- 
homogenat erhaltenen Produkt Xs kann demnach nicht im Steroidring- 
skelett, sondern lediglich in der Seitenkette eine Anderung eingetreten 
sein. Auf Grund des Abbaues zu Androstendion, des Schmelzpunkts- 
vergleichs und der Ergebnisse der Infrarot- 
untersuchung halten wir die Identitaét von Xx 
mit A‘-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3) fir ge- 
sichert*. 

Die Leber ist nach unseren Untersuchungen 
in der Lage, die 20-Carbonylgruppe der Sub- 
stanz S zu einer Oxygruppe zu reduzieren, wo- 
bei sich ganz tiberwiegend das 20~-Oxy-Isomere 
bildet. Die von uns als Nebenprodukt in sehr 
kleiner Menge auf dem Chromatogramm beob- 
achtete Substanz Ys (vgl. Versuchsteil) kénnte 
mdglicherweise das 20/)-lsomere sein. Versuche, 
Hohe von ie beobachtete Reaktion umzukehren, blieben 
Comp. F ohne Erfolg: Es gelang nicht, das 4*-Pregnen- 

triol-(17«.20/.21)-on-(3) durch Leberhomogenat 
zu Substanz § zu oxydieren; ein gleicher Versuch 
mit dem «-Isomeren wurde noch nicht durch- 


when: paann th — gefiihrt. 








Beschreibung der Versuche 


< Start 
eae ey Bebriitung von Substanz S mit Leberhomo- 
genat und Isolierung von 4‘-Pregnen-triol- 
Abb. 1. Papierchromato- (17«.20«.21)-on-(3) 
gramm; UV-Kontakt- Leberhomogenate von 20 Ratten wurden ein- 
photographie. zeln in 180 ccm Michaelis-Puffer (Kalium-Natrium- 


phosphat-Puffer) pH 7,3-0,1 (0,15-m.) unter Zusatz von 
350 mg Ascorbinséiure und 388 mg Citronensdiure mit je 5mg Reichsteins Sub- 
stanz S als Substrat 3 Stdn. bei 38° bebriitet. Dabei wurden 15 Ansatze unter 
Stickstoff und 5 Ansatze unter Luft inkubiert. Die anaeroben und aeroben Ansiatze 








1 A.S. Meyer, J. biol. Chemistry 203, 469 [1953]. 

2 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

* Anm. b. d. Korr. am 29. 12. 54: Herr Dr. Julian war so freundlich, 
uns eine Probe des von ihm hergestellten 4-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3)- 
diacetats® zur Verfiigung zu stellen, wofiir wir ihm herzlich danken. Wir haben 
das Diacetat mit Kaliumhydrogencarbonat zum Triol verseift. Sowohl der Misch- 
Schmelzpunkt des Diacetats von Julian mit unserem Xs-Acetat als auch der 
des freien Triols mit unserer Substanz Xg zeigte keine Depression. Auch das 
IR-Absorptionsspektrum des Triols zeigte keine wesentlichen Unterschiede zu dem 
der Substanz Xs. Damit ist die Identitét von Xs mit dem A*-Pregnen-triol- 
(17«.20..21)-on-(3) sicher bewiesen. 
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zeigten keine qualitativen Unterschiede. Nach dem Bebriiten wurde jeder Ansatz 
3mal mit Chloroform extrahiert und nach Abdampfen des Lésungsmittels bei 50° 
im Vak. der Riickstand auf zwei je 16cm breiten Papierstreifen aufgetragen. 
AnschlieBend wurde, wie friiher beschrieben, 3 Tage descendierend in Toluol/Pro- 
pylenglykol!* chromatographiert. Die Papierchromatogramme wurden im UV-Licht 
kontaktphotographiert (vgl. Abb.1), die Xs-Zone ausgeschnitten und descendierend 
mit Methanol eluiert. Die Methanoleluate aller Chromatogramme wurden vereinigt 
und im Vak. bei 46° eingeengt. Es blieben 5 ccm Propylenglykol zuriick, in denen 
das Reaktionsprodukt gelést enthalten war. Die Lésung wurde zweimal zwischen 
Wasser und Athylenchlorid verteilt. Nach Abdampfen des Athylenchlorids hinter- 
blieben 20 mg eines krist. Rohproduktes, das schwach braun gefarbt war und am 
Rande aus feinen farblosen Nadeln bestand, die zum Teil biischelf6rmig angeordnet 
waren. Das Produkt enthielt noch Verunreinigungen, die wahrscheinlich mit 
Methanol aus dem Papier eluiert wurden und sehr schwer abzutrennen waren. Der 
folgende Weg erwies sich als am besten geeignet zur weiteren Reinigung: Das Roh- 
produkt wurde in einigen ccm Aceton aufgenommen. Beim Einengen und Ab- 
kiihlen fielen Flocken aus, und gleichzeitig bildeten sich am Boden des GefaBes 
Kristalle. Die Flocken wurden abdekantiert, die zuriickgebliebenen Kristalle in 
wenig Aceton gelést und durch Anspritzen mit Benzin (Sdp. 40—60°) wieder zur 
Kristallisation gebracht. Nach Abfiltrieren und Waschen mit Benzin wurden 2,1 mg 
einer Substanz vom Schmp. 234° (Kofler-Schmelzbank) erhalten. Die abdekantierte 
Lésung wurde durch Filtrieren von den Flocken befreit, zur Trockne eingeengt 
und der Riickstand mit etwas Aceton versetzt. Beim Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur bildeten sich langliche, rhombische Kristalle, die abfiltriert und mit 
Benzin gewaschen wurden; 1,7 mg, Schmp. 236° (Kofler-Schmelzbank). Der Misch- 
Schmp. beider Fraktionen zeigte keine Depression. Im Schmelzréhrchen schmilzt die 
Substanz bei 222—225° (Zers.)*. A‘-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3) schmilzt 
nach Julian und Mitarbb.® bei 225—227,5°. In den Mutterlaugen befindet sich 
noch ein groBer Teil der Substanz, der aber durch Kristallisation nur sehr schwer 
von den Verunreinigungen aus dem Papier zu trennen ist. 


Acetylierung 

2 mg des vorstehend beschriebenen Produkts wurden in 1 ccm Pyridin gelést 
und mit 0,5 cem Acetanhydrid versetzt. Die Mischung wurde 18 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und anschlieBend im Vak. zur Trockne gebracht. Es hinter- 
blieb ein kristalliner Riickstand, der nach Umkristallisieren aus Aceton/Benzin 
1,5 mg eines Acetats vom Schmp. 252° (Kofler-Schmelzbank) bzw. 252° (Schmelz- 
punktsréhrchen) ergab. 4!- Pregnen-triol-(17«.20a.21) -on- (3)-diacetat -(20.21) 
schmilzt nach Angaben der Literatur®!° bei 251—253°. 


Infrarotspektren® 


Je etwa 2 mg Reichsteins Substanz 8, 4t-Pregnen-triol-(17«.20«.21) - 
on-(3) aus den oben beschriebenen Versuchen und 4‘-Pregnen-triol-(17«.20£. 
21)-on-(3) wurden mit je 300 mg Kaliumbromid, Merck p.a., pulverisiert und zu 
durchsichtigen Tabletten gepreBt®. Zur Aufnahme der Infrarotspektren wurde der 
Perkin-Elmer-Doppelstrahlspektrograph, Modell 21, benutzt. Die Aufnahmen sind 
in Abb. 2 wiedergegeben. Im Vergleich zu Substanz S zeigen sowohl das 20«- wie 
das 20B-Isomere nicht mehr die CO-Bande bei 5,864 , die der 20-Carbonylgruppe 
zuzuschreiben ist. Das 20 «-Isomere besitzt dagegen eine zusitzliche OH-Schwingung 
bei 3,07 uw. Diese ist beim 20 B-Isomeren nicht vorhanden. Beim 20 «-Isomeren ist 
mit einer starkeren gegenseitigen Beeinflussung der drei benachbarten Oxygruppen 
zu rechnen als beim 208-Isomeren, so daf dadurch die Aufspaltung der OH-Bande 
verstandlich ist. 


1 A. Zaffaroni, R. B. Burton u. E. H: Keutmann, Science [New York] 
111, 6 [1950]. 
* Vgl. die Anm. auf S, 240. 
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Abb. 2. Infrarotspektren von: Reichsteins Substanz § (1), A‘-Pregnen-triol- 
(17%.20.x.21)-on-(3) (II) und A*-Pregnen-triol-(17«.208.21)-on-(3) (III). 


Abbau von Substanz S und M- Pregnen-triol-(17«.20a.21)-on-(3) 
mit Chromsiaure zu 4*-Androsten-dion-(3.17) 


Eine Lésung von 5mg Substanz S und 2,9 mg Chromsaureanhydrid in 
0,5 com Eisessig wurde 24 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Dann wurden 
10 ccm Eiswasser zugefiigt und die Mischung mit Kalilauge auf ein py von 7,1-0,2 
gebracht. Das gebildete Androstendion wurde der Liésung durch 3 malige Extraktion 
mit Chloroform entzogen, der Chloroformextrakt auf einen Papierstreifen gebracht 


und im System Ligroin/Propylenglykol?? 10 Stdn. ascendierend chromatographiert. 
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Durch Vergleich und Mischchromatogramm mit authentischem Androstendion so- 
wie Anfarbung mit m-Dinitro-benzol lieB sich zeigen, daB Androstendion in einer 
Menge von mehr als 50% gebildet worden war. 

In der gleichen Weise wurden 0,9 mg 4*- Pregnen-triol -(17«.20x«.21) -on- (3) 
aus den Bebriitungsansitzen von Substanz S mit 0,9 mg Chromsaureanhydrid und 
0,3 cem Eisessig behandelt. Aufarbeitung und papierchromatographische Identi- 
fizierung des entstandenen Androstendions erfolgten wie vorstehend. 


Nebenprodukte Ys und St, 


Da im Vergleich zu unserer friiheren Arbeit? bei den oben beschriebenen Ver- 
suchen relativ groBe Substanzmengen papierchromatographisch untersucht wurden, 
konnten wir zwei weitere im UV absorbierende Zonen im Chromatogramm erkennen, 
die uns friiher entgangen waren, und die wir als Ys und St, bezeichnen. Ihre Lage 
zu A*-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3) (Substanz Xs) ist aus Abb. 1 ersichtlich. 
Beide Fraktionen machen weniger als 1% der eingesetzten Menge an Substanz 8 
aus. Die Farbreaktionen beider Substanzen sind aus Tab. 1 zu ersehen. 


Tab. 1. Eigenschaften der Steroide Ys und St. 














Reduktionsprobe | Fluorescenz a 
Steroid Trphenyitetre- methanol (Max 40 my) 
zoliumchlorid '4 15-proz. H,PO," NaOH ce , 
Ys negativ griingelb (intensiv) positiv positiv 
St, schwach positiv | blau (intensiv) positiv positiv 








Méglicherweise handelt es sich bei Ys um das 20f-Isomere (A‘-Pregnen- 
triol-(17«.20 8.21)-on-(3). Es zeigt die gleichen Farbreaktionen wie Xs. Authen- 
tisches 20 B-Isomeres wandert im Mischchromatogramm mit dem «-Isomeren im 
System Toluol/Propylenglykol genauso wie Ys etwas weiter als das «-Isomere. 
Wegen Substanzmangels konnte leider kein Mischchromatogramm von authenti- 
schem Ys mit dem f-Isomeren durchgefiihrt werden. 

Die friiher? berichtete Beobachtung, daB die beiden Substanzen Xs und Yg 
sich im Mischchromatogramm nicht trennen lassen, muB berichtigt werden, — 
Substanz St, kénnte ein Steroid mit im Vergleich zu Substanz S mindestens einer 
zusatzlichen Oxygruppe im Ringskelett sein. 

Wir konnten in keinem unserer Versuche Compound F im Papierchromato- 
gramm auffinden. Unsere Erfassungsgrenze liegt bei 5 y Compound F pro Ansatz, 
das sind 0,1% der eingesetzten Menge Substanz S. 


Diskussion 


Unsere Versuche zeigen, da die Leber Substanz S zu A*-Pregnen- 
triol-(17~.20«.21)-on-(3) reduziert. Dieser Befund stimmt gut mit der 
Beobachtung tiberein, daB 20-Keto-Steroide auBerhalb der endokrinen 
Organe reduktiv vorwiegend in 20«-Oxy-Steroide iibergehen!’. So ist 
schon langer bekannt, daB Progesteron und Desoxycorticosteron im 
Saugetierorganismus vorwiegend zu Pregnandiol-(3x«.20«) reduziert und 
ausgeschieden werden}$. 


4H. Hoffmann u. Hj. Staudinger, Naturwissenschaften 38, 213 [1951]. 
1 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 35, 276 [1952]. 

16 K. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

1 R. J. Dorfman, Recent Progr. Hormone Res. 9, 5 [1954]. 

18 U. Westphal, diese Z, 278, 13 [1942]. 
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Durch die Rattenleber kann aber z. B. Cortison auch in 206-Oxy- 
Steroide tibergefiihrt werden, wie A*-Pregnen-triol-(17«.208.21)-dion- 
(3.11), allo-Pregnan-tetrol-(3.17x«.208.21)-on-(11) und A4-Pregnen-tetrol- 
(118.17x.208.21)-on-(3)?®. 

Aus der Nebenniere wurden bisher ausschlieBlich 20 6-Oxy-Steroide 
isoliert®®°. Auch das Corpus luteum vermag in vitro eine Reduktion zu 
20-Oxy-Verbindungen zu bewirken. So gehen Progesteron und Des- 
oxycorticosteron durch Corpus luteum in A*-Pregnen-ol-(20)-on-(3), 
bzw. in A*-Pregnen-diol-(208.21)-on-(3) iiber?!. 

Aus 20-Keto-Steroiden entstehen nach den bisher bekannten Unter- 
suchungen 20«-Oxy-Steroide durch Reduktion ausschlieBlich auBerhalb 
der endokrinen Driisen, wahrend dies fiir 20-Oxy-Steroide sowohl inner- 
halb wie auBerhalb der endokrinen Driisen méglich ist. 

In Analogie zu den hier beschriebenen Untersuchungen mit Substanz 
S ist es wahrscheinlich, daB auch Desoxycorticosteron in der Leber nicht 
in der 11-Stellung oxydiert, sondern ebenfalls an der 20-Ketogruppe 
reduziert wird. So dirfte das friiher von uns beim Bebriiten von Des- 
oxycorticosteron mit Leber gefundene Umwandlungsprodukt, das im 
Papierchromatogramm in Héhe von Corticosteron liegt ®, ein 20-Dihydro- 
desoxycorticosteron sein. 

Nach unseren bisherigen Beobachtungen an verschiedenen 20-Keto- 
Steroiden (Hydrocortison, Cortison, Substanz 8S, Desoxycorticosteron, 
11-Keto-progesteron, Progesteron) reduziert die Leber unter gleichen 
Bedingungen bevorzugt Substanz S. 

Unsere Beobachtungen haben nunmehr eindeutig ergeben, daB die 
Leber Steroide nicht in der 11-Stellung oxygenieren kann, und daB die 
von uns und anderen Autoren gemachten diesbeziiglichen Angaben 
korrigiert werden miissen. Es scheint, da8 nur die Nebennierenrinde in 
der Lage ist, diese Oxygenierung durchzufiihren. 


Zusammenfassung 


Beim Bebriiten von Reichsteins Substanz S mit Leberhomo- 
genaten entsteht durch Reduktion der 20-Ketogruppe als Hauptprodukt 
A‘-Pregnen-triol-(17«.20«.21)-on-(3), das durch chromatographisches 
Verhalten, Schmelzpunkt und Infrarotspektrum identifiziert wurde. 

Die Rattenleber vermag Reichsteins Substanz § nicht in Ken- 
dalls Compound F iiberzufihren. 

Eine Oxydation von Steroiden in der 11-Stellung durch die Leber 
ist wahrscheinlich nicht méglich und der Nebenniere vorbehalten. 

1” E.Caspi, H. Levy u. O. Hechter, Arch. Biochem. Biophysics 45, 169 
1953]. 

: T. Reichstein u. C. W. Shoppee, Vitamins and Hormones 1, 345 [1943]; 

R. D. H. Heard, The Hormones, von G. Pincus u. K. V. Thimann, I. Bd. (1948). 

21M. Hayano, M.C. Lindberg, M. Wiener, H.Rosenkrantz, R.J. 
Dorfman, Endocrinology 55, 326 [1954]. 








pl 
20 
fie 
SF 


in 


p 





— 


i onl 





Bd. 299 (1955) Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 247 
Summary 


Incubation of Reichstein’s Substance S with liver homogenates leads 
principally to the formation, by reduction of the carbonyl group in the 
20-position, of A*-pregnene-17a:20«:21-triol-3-one, which was identi- 
fied by its behaviour on chromatography, melting point, and infrared 
spectrum. 

Rat livers have not the power to convert Reichstein’s Substance S 
into Kendall’s Compound F. 

It is probable that oxydation of steroids in the 11-position is only 
possible in the adrenal glands and not in the liver. 
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Die Isolierung von Colaminkephalin aus Rinderleber 


Von 
E. Klenk und H. Dohmen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1904) 


Wahrend das Vorkommen von Colaminkephalin (Colaminester von 
Diglyceridphosphorséuren) in den Phosphatiden pflanzlichen Ursprungs 
als einigermaBen gesichert angesehen werden kann', erscheint die Frage 
nach seinem Vorkommen im Tierreich noch keineswegs endgiiltig ge- 
klart. Nach Auffindung der Serinester von Diglyceridphosphorséuren 
durch Folch? muB angenommen werden, daf simtliche friiher ge- 
wonnenen Kephalinpraparate dieses Serinkephalin in gréBeren oder 
kleineren Mengen enthalten haben. Aber auch das von Folch?” aus Ge- 
hirn gewonnene Kephalin, welches nach Abtrennung der serinhaltigen 
Komponente als einzigen stickstoffhaltigen Baustein Colamin enthielt, 
erwies sich im Gegensatz zu der urspriinglichen Annahme keineswegs als 
ein Colaminkephalin der obigen Konstitution. Es stellte sich vielmehr 
heraus, daB es sich hier um ein Phosphatidgemisch handelt, welches als 
Hauptkomponenten Acetalphosphatide enthalt®. Wenn auch die Még- 
lichkeit durchaus gegeben ist, da denselben noch Esterphosphatide von 
der Art des Colaminkephalins beigemengt sind, so wurde bis jetzt doch 
noch kein experimentell gangbarer Weg zur Trennung des Gemischs in 
die einzelnen Bestandteile gefunden. 

Offensichtlich ist Gehirn bzw. Nervengewebe, das klassiche Aus- 
gangsmaterial fiir die Darstellung von Kephalin, fiir die Gewinnung des 
Colaminkephalins wenig geeignet. Aussichtsreicher schien es, von einem 
ebenfalls phosphatidreichen Organ auszugehen, das jedoch im Gegen- 
satz zum Gehirn arm an Acetalphosphatiden ist. Diese Voraussetzungen 
sind bei der Leber erfillt*. In der Tat ist es uns gelungen, aus Rinder- 
leber ein Colaminkephalin von der erwarteten chemischen Zusammen- 
setzung zu gewinnen. Es wurde in Form seines kristallisierten, rein 
weiBen Hydrierungsprodukts naher charakterisiert und hatte einen 
Reinheitsgrad von iiber 90%. 


1 R. Scholfield u. H. J. Dulton, J. biol. Chemistry 208, 461 [1954]. 

2 a) J. Folch u. H. A. Schneider, J. biol. Chemistry 137, 51 [1941]; b) J. 
Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]; c) J. Folch, ebenda 174, 439 [1948]. 

’ E. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]; E. Klenk u. H. Debuch, 
diese Z. 296, 179 [1954]. 
4 E. Klenk u. E. Friedrichs, diese Z. 290, 169 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegende Untersuchung diente die aus dem 
Tetrachlorkohlenstoff*-Methanol-Extrakt von Rinderleber, nach vorangegangener 
Aceton-Extraktion gewonnene atherlésliche Phosphatidfraktion (siehe Klenk und 
Friedrichs‘*). Ausb. 175 g aus 9,8 kg frischer Leber (P 3,47% (nach Teorell®), 
N 2,10%, NH,-N 48,3% des Gesamt-N (nach van Slyke), «-Aminosiure-N 17,8% 
des Gesamt-N (nach Moubasher und Sina®), Cholin-N 46,8% des Gesamt-N 
(nach Brante’), Plasmal 2,69% (nach Feulgen, Boguth und Andresen’)). 

Zur Abtrennung des Lecithins léste man das Phosphatid in dem 5fachen 
Volumen Ather, zentrifugierte das tiber Nacht im Kiihlschrank ausgefallene Pro- 
tagon ab und fallte das Rohkephalin durch vorsichtiges Eingie8en der ather. Lésung 
in das 14—15fache Volumen abso]. Alkohols aus. Das in derselben Weise nochmals 
umgefallte Phosphatid (85 g) enthielt jetzt die Gesamtmenge des Stickstoffs als 
Aminostickstoff und war nahezu frei von Acetalphosphatiden (N 1,6%, NH,.-N 
108 bzw. 98,6%** des Gesamt-N, «-Aminosiure-N 35,2% des Gesamt-N, Plasmal 
1,6%). 

Aus diesem Rohkephalin wurde anschlieBend das Inositphosphatid und das 
Serinkephalin (Phosphatidyl-serin) durch fraktionierte Alkoholfallung aus der 
Chloroformlésung des Phosphatids nach dem Verfahren von Folch? ausgefallt. 
In geringfiigiger Abwandlung der gegebenen Vorschrift konnte im vorliegenden 
Fall eine bessere Fraktionierung dadurch erzielt werden, da8 man 4,3 g Rohkephalin 
in 86 ccm Chloroform léste und dann nacheinander mit 120 ccm, 6,8 ccm bzw. 
100 cem Alkohol die 3 ersten Fraktionen (1,3 g, 0,4 g bzw. 0,9 g) ausfallte. Das 
letzte Filtrat wurde auf die Halfte seines Volumens eingeengt und der nach 2 tagigem 
Stehenlassen im Kiihlschrank ausgefallene Niederschlag (0,6 g) abgesaugt. Durch 
weiteres Einengen der Lésung bis zur Sirupkonsistenz und Ausfallung mit Aceton 
erhielt man schlieBlich die Colaminkephalinfraktion (a) in einer Menge von 0,6 g 
(x-Aminosaure-N 20,3% des Gesamt-N). 

Auch ein anderes in derselben Weise dargestelltes Praparat (b) enthielt noch 
15,6% des Gesamt-N als «-Aminosiure-N. Der Versuch, eine weitere Reinigung 
durch nochmalige Wiederholung des Folchschen Trennungsverfahrens zu erzielen, 
blieb ohne wesentlichen Erfolg (Praparat c: x-Aminosaure-N 14,9% des Gesamt-N). 
Bei der papierchromatographischen Priifung nach Amelung und Béhm!® (siehe 
Abb. 1) stellte es sich heraus, daB die Praparate zwar noch etwas Serinkephalin, 
aber auBerdem auch noch betrachtliche Mengen freie Aminosaduren enthielten. Auf 
die letzteren war offensichtlich ein wesentlicher Teil des x-Aminosaurestickstoffs 
der Phosphatidpraparate zuriickzufiihren. 

Eine nahezu vollstandige Entfernung dieser Verunreinigungen gelang auf 
dem Wege iiber das leicht umkristallisierbare Hydrierungsprodukt. Zu diesem 
Zweck wurde das Phosphatid in dem 40fachen Volumen absol. Alkohol gelést (nur 
Spuren gingen dabei nicht in Lésung) und im magnetischen Riihrautoklaven mit 
Raney-Nickel und einer Spur Palladiumchlorid als Katalysator bei 100—110° 
(80 atii) hydriert. Aus der siedend heiBen Lésung fiel nach Absaugen des Kataly- 
sators iiber Kieselgur der gréBte Teil des Hydrierungsprodukts aus. Der Nieder- 
schlag wurde abgesaugt und das Filtrat im Vak. zur Trockne gebracht. Nach Aus- 
waschen des Riickstands mit Ather wurde der unlisliche Anteil mit der Haupt- 
menge vereinigt. Eine weitere Menge des Hydrierungsprodukts war auch noch 
dem Katalysator beigemengt. Sie wurde ihm durch Auskochen mit Benzol-Methanol 
(1:1 Vol.-Tle.) entzogen. Nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vak. wusch man 


5 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 
6 R. Moubasher u. A. Sina, J. biol. Chemistry 180, 681 [1949]. 
7 G. Brante, Biochem. Z. 305, 136 [1940]. 
§ R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 
® D. Amelung u. P. Bohm, diese Z. 298, 199 [1954]. 
* An Stelle des friiher verwendeten Chloroforms. 
** Anderes Praparat. 
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den Riickstand mit Ather aus und vereinigte den unldslichen Anteil mit der Haupt- 
menge. SchlieBlich kristallisierte man das Hydrierungsprodukt noch aus dem 
10fachen Vol. Pyridin um. Ausb. etwa 50% des Ausgangsmaterials. Noch schwach 
braun gefarbte, pulverisierbare Substanz (P 3,47%, leicht abspaltbarer P 94,7% 
des Gesamt-P, N 1,81%, Glycerin 13,7%). Der «-Aminosiurestickstoff war jetzt 
auf 3,1% desGesamtstickstoffs abgesunken. (Zur Bestimmung wurden etwa 100 mg 
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Abb. 1. Papierchromatogramm der Colaminkephalinfraktionen. 
1-proz. Lésung der Phosphatide in Chloroform. 
1. Praparat c. 2. Gemisch von Serin und Colaminkephalin aus Gehirn (Serin-N 
60% des Gesamt-N). 3. Praparat a. 
Papier: Whatman I. Mobile Phase: wassergesittigtes Phenol. 
Laufzeit: aufsteigend 10—14 Stunden. 
Farbung mit Ninhydrin in wassergesattigtem Butanol (0,2-proz. Lésung). 


Abb. 2. Papierchromatogramm der Colaminkephalinfraktion (1) und der Roh- 
lecithinfraktion aus Rinderleber (2). Entwicklung wie bei. Abb. 1. 


der Substanz mit methanol. Salzséure unter RiickfluB gespalten, die Methylester 
mit Petrolither ausgeschiittelt, die petrolatherische Lésung wiederholt mit Wasser 
ausgewaschen und die Waschwasser zusammen mit der methanol. Lésung auf dem 
Wasserbad zur Trockne eingedampft. Man léste den Riickstand in wenig Wasser 
und fiihrte mit einem aliquoten Teil der Lésung die Bestimmungen aus.) 

Ein Phosphatid, das in jeder Hinsicht mit diesem hydrierten Colaminkephalin 
libereinstimmte, lieB sich auch aus der Lecithinfraktion (siehe oben) gewinnen. Das 
abgetrennte Rohlecithin enthielt noch etwa den dritten Teil des Gesamtstickstoffs 
als Aminostickstoff, Bei der papierchromatographischen Priifung (siehe Abb. 2) 
konnte als aminohaltiger Bestandteil neben Spuren freier Aminosaéuren nur Cola- 
minkephalin und kein Serinkephalin nachgewiesen werden. Die Aufarbeitung dieser 
Phosphatidfraktion erfolgte in der Weise, daB zunachst einmal die Hauptmenge des 
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Lecithins nach der Methode von Pangborn”® als Cadmiumchloridverbindung ab- 
getrennt wurde. Die in den alkoholischen und chloroform-alkoholischen Lésungen 
verbliebenen Phosphatide suspendierte man nach dem Abdampfen (Vak.) des 
Lésungsmittels in Ather und schiittelte nach Zugabe einer alkoholisch-waBrigen 
Kochsalzlésung (halbgesattigte wiBr. Kochsalzlésung, der noch etwa dasselbe Vol. 
Alkohol zugefiigt war) bis zur vollstandigen Lésung im Scheidetrichter. Die ather. 
Lésung wurde stark eingeengt und das Phosphatid mit Aceton gefallt. Ausb. etwa 
25% der Lecithinfraktion. 

Diese noch stark mit Lecithin verunreinigte Colaminkephalinfraktion (NH,-N 
67,9% des Gesamt-N) wurde nun wie oben hydriert. Nach Absaugen des Kataly- 
sators schied sich aus der heiBen alkoholischen Lésung beim Abkiihlen auf Zimmer- 
temperatur praktisch reines Colaminkephalin aus, wahrend das Hydrolecithin 
unter den gegebenen Bedingungen in Lésung blieb. Nach Abtrennung einer kleinen 
Menge atherldslichen Materials hatte das Hydrierungsprodukt einen Cholingehalt 
von 0,25—0,4% (nach Appleton und Mitarbb."'), was einem Lecithingehalt von 
1,8—2,9% entspricht. Ausb. etwa 33% der Colaminkephalinfraktion. 

Die beiden so erhaltenen hydrierten Colaminkephalinpraparate wurden nun 
vereinigt und aus Pyridin umkristallisiert. SchlieBlich kristallisierte man die immer 
noch leicht gefarbte Substanz aus 90-proz. Athanol um unter Zusatz von Tierkohle 
und die jetzt rein weiBe Verbindung nochmals aus Pyridin (Substanz a). Eine kleine 
Probe der Substanz wurde zur weiteren Reinigung in einer Reibschale mit n/10 HCl 
fein zerrieben. Nach einstiindigem Stehenlassen saugte man den Niederschlag ab, 
wusch erst mit ”/10 HCl, dann mit Aceton nach und kristallisierte das Phosphatid 
wieder aus Pyridin um (Substanz b). 

Zur Analyse wurden die Substanzen, soweit nichts anderes vermerkt, im 
Vak. iiber Schwefelsiure getrocknet, 

a) 5,141 mg Sbst.* : 12,335 mg CO,, 5,060 mg H,O. — 3,542 (3,960) mg Sbst.: 
0,468 (0,514) cem n/100 HCI. — 3,272 (3,560) mgSbst.: # = 0,315 (0,334), d= 0,5cm, 
F = 0,2000, entspr. 0,126 (0,134) mg P. — 3,904 (3,968) mg Sbst.: H = 0,343 
(0,348), d = 0,5 cm, F = 0,2000, entspr. 0,1372 (0,1392) mg leicht abspaltbaren P. 

b) 5,009 mg Sbst.* : 12,050 mg CO,, 5,070 mg H,O. 

leicht 


abspaltb.P 
CcC% HY N% P% in %des Glycerin 


Gesamt-P 
C4q,Hg,O,NP* (748,1) ber. 65,82 11,05 1,87 4,14 100 12,31 
C43Hg,0,NP** (775,8) ber. 66,57 11,14 1,81 3,99 100 11,87 
a) gef.: 65,5 11,0 1,85 3,85 92,4 12,3 
1,82 3,75 92,4 12,8 


b) gef.: 65,6 11,3 


* Distearyl-colaminkephalin. 
** Stearyl-arachyl-colaminkephalin. 


Rein weiBe, nicht hygroskopische und gut pulverisierbare Substanz. Sehr 
schwer léslich in Ather, Petrolather und Aceton. In Methanol, Athanol und Pyridin 
nur in der Warme léslich, beim Abkiihlen wieder ausfallend. ‘Etwas leichter idslich 
in Chloroform oder Methanol-Chloroform (1:3 Vol.-Tle.). Aus heiBem Pyridin kri- 
stallisiert die Substanz beim Abkiihlen in kleinen Spharolythen aus, die im pola- 
risierten Licht das bekannte Balkenkreuz zeigen. Sie ist schwach rechtsdrehend. 


* Im Hochvak. bei 50° iiber Diphosphorpentoxyd getrocknet. 
10 M. Pangborn, J. biol. Chemistry 137, 545 [1940]; 161, 71 [1945]; 188, 


71 [1951]. 
lH. D. Appleton, B. N. La Du, B. B. Levy, J.M. Steele u. B. B. Brodie, 


J. biol. Chemistry 205, 803 [1953]. 
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0,2018 g Sbst. zu 10 ccm in Chloroform-Methanol (9:1 Vol.-Tle.) gelost, im 
l-dm-Rohr bei 38°: «: + 0,109, 
[x];2": + 4,96°. 


Spaltung: 0,1526 g Sbst. wurden zur Spaltung mit 15 cem 4-proz. metha- 
nolischer Salzsiure unter RiickfluB 1 Stde. gekocht. Die Fettsiure-methylester 
entzog man der methanol. Lésung durch wiederholtes Ausschiitteln mit Petrol- 
ather und wusch die petrolatherische Lésung wiederholt mit Wasser. Menge der 
aus der Petrolatherlésung erhaltenen Fettsaure-methylester: 0,1125 g oder 92% 
d. Theorie. Daraus freie Fettsiuren: 0,10 g vom Schmp. 59,5—60°. Aquiv.-Gew. 
ef. 292 (C,H 30. ber. 284; Cy 9H, 90, ber, 312). Die methanol. Lésung wurde nach 

dem Ausschiitteln mit Petrolather 
mit dem Waschwasser vereinigt, die 
—— ee Lésung auf dem Wasserbad zur 
Trockne gebracht, der Riickstand in 
wenig Wasser gelést, die Lésung 
quantitativ in ein 10-cem-MeBkélb- 
chen iibergespiilt, bis zur Marke auf- 
gefiillt und in dieser Lésung die stick- 
stoffhaltigen Komponenten quanti- 
tativ bestimmt. Gef.: NH,-N 94,3% 
des Gesamt-N; «-Aminoséure-N 0% 
des Gesamt-N; Cholin-N 3,8% des 
eS ae Gesamt-N. Auf die Anwesenheit von 
toa ee Colamin wurde papierchromatogra- 
() O phisch gepriift. Wie das Chromato- 
gramm (siehe Abb. 3) zeigt, war Cola- 
: min die einzige ninhydrin-positive 
Substanz. Aminosauren, insbesondere 
Serin, fehlten vollstandig. 

Das isolierte Colaminkephalin ist 
demnach frei von Serinkephalin. Es 
enthalt aber als Verunreinigung noch 

——O-——O— Start etwas Lecithin (3—4%). Auch die An- 

7 2 wesenheit von kleinen Mengen redu- 

; zierter Acetalphosphatide ist nicht 

Abb. 3. Papierchromatogramm der wasser- ganz auszuschlieBen. Der etwas zu 

léslichen Spaltprodukte des hydrierten niedrige Wert fiir den leicht abspalt- 

Colaminkephalins. Testsubstanz Colamin baren Phosphor koénnte darauf zuriick- 

in salzsaurer Lésung (1), wasserlisliche zufiihren sein. Jedoch hatten alle 

Spaltprodukte des Colaminkephalins (2). Phosphatidpraparate vor der Hydrie- 

Entwicklung wie bei Abb. 1. rung einen sehr niedrigen Plasmal- 
gehalt. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus Rinderleber wurde ein Colaminkephalin in Form seines Hydrie- 
rungsprodukts isoliert, dessen Zusammensetzung der alten klassischen 
Kephalinformel entspricht. 


Summary 


A colamine kephaline whose composition corresponds to the old 
classical kephaline formula has been isolated from cow’s liver in the 
form of its hydrogenation product. 
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L-Gala-D-manno-heptose als Baustein 
von Bakterienzellwanden 
Von 
W. Weidel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abt. Melchers, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1954) 


Bei unseren analytischen Arbeiten iiber die als Virusreceptoren fun- 
gierenden Lipoglykoproteidkomplexe der Coli-Zellwand!? stieBen wir auf 
einen unbekannten, reduzierenden Zucker, der als ein offenbar charak- 
teristischer Baustein des Receptorkomplexes fiir die Phagen T 3, T 4 und 
T 7 zu betrachten ist. Denn dieser Zucker fehlt im analogen, receptor- 
inaktiven Komplex aus einer Coli-Mutante, die die genannten Phagen 
nicht adsorbiert. Die Annahme, der Zucker sei fiir die Receptorfunktion 
des ihn enthaltenden Lipopolysaccharidkomplexes unentbehrlich, ge- 
winnt an Wahrscheinlichkeit durch vollkommen parallele, schon frither 
von Jesaitis und Goebel® 4 an zwei Shigella sonnei-Stimmen erhobene 
Befunde. Auch hier war ein Zucker als Baustein im receptoraktiven Lipo- 
polysaccharid des Shigella-Normalstammes angetroffen worden, wiah- 
rend er im analogen, inaktiven Lipopolysaccharid der gegeniiber T3, T4 
und T7 resistenten Shigella-Mutante fehlte. Die Eigenschaften dieses 
Zuckers stimmten, soweit beschrieben, mit denen des unsrigen voll- 
kommen tiberein. 

Auf Grund dieser Sachlage hatten wir die Vermutung ausgesprochen, 
der Mutationsschritt von ,,T3, 4, 7-empfanglich“ zu ,,T3, 4, 7-resistent** 
kénne womdglich die nur sekundire Folge eines primiren mutativen 
Blockes in der Biosynthesekette dieses Zuckers sein. Es ware dann zu er- 
warten, da8 virusresistente Bakterienmutanten dieses Typs durch auBere 
Zufuhr des fehlenden Zuckers dazu veranlaBt werden kénnten, ihn 
wieder in ihre Zellwand einzubauen, wodurch sie, als Folge einer damit 
verbundenen Wiederherstellung von deren Receptorfunktion, eine pha- 
notypische Riickumwandlung in virusempfingliche Zellen erfahren 
sollten. 

Diese wenn auch keineswegs allzu optimistisch zu beurteilende Még- 
lichkeit zur Klarung eines interessanten, polyphinen Mutationseffekts 
erscheint immerhin einer Nachpriifung wert. Voraussetzung dazu ist die 
Identifizierung des fraglichen Zuckers, der von Jesaitis und Goebel 
sowie von uns bisher nur papierchromatographisch sowie durch die 


1 W. Weidel, G. Koch u. F. Lohss, Z. Naturforsch. 9b, 398 [1954]. 

2 W. Weidel, G. Koch u. K. Bobosch; Z. Naturforsch. 9b, 573 [1954]. 
3M. A. Jesaitis u. W. F. Goebel, J. exp. Medicine 96, 409 [1952]. 

4 W. F. Goebel u. M. A. Jesaitis, J. exp. Medicine 96, 425 [1952]. 
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Cystein-Schwefelsiure-Reaktion nach Dische® erfaBt wurde. Die erst- 
genannten Autoren schlossen ohne weitere Spezifisierung auf das Vor- 
liegen einer Gala-heptose. Einige Zeit nach deren Veroffentlichung 
erschien eine Mitteilung von Slein und Schnell® itiber das Vorkommen 
eines Aldoheptosephosphats im Polysaccharid des somatischen Antigens 
von Shigella flexneri (Typ 3), dessen Receptoraktivitat allerdings leider 
nicht geprift wurde. Wegen Mangels an Material konnte zwar auch hier 
die Identifizierung der Heptose nicht restlos durchgefiihrt werden, doch 
lieBen die Ergebnisse kaum bezweifeln, daf es sich um L-Gala-D-manno- 
heptose handelte. Wegen der relativ engen Verwandtschaft zwischen 
Shigella und Coli? schien es uns von vornherein -wahrscheinlich, daB in 
allen drei angefiihrten Fallen derselbe Zucker vorliegt, so daB, auf- 
bauend auf den von Slein und Schnell gesammelten Erfahrungen, eine 
rasche Klaérung der Struktur der Coli-Heptose erwartet werden durfte, 
weil die. Gewinnung ausreichender Mengen in diesem Falle nicht sehr 
schwierig ist. Die Arbeit fiihrte in der Tat ohne allé Umwege zum ge- 
suchten Ergebnis. Die Coli-Heptose ist L-Gala-D-manno-heptose, 
und dies gilt zweifellos auch fiir die beiden Shigella-Heptosen. 

Im einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Auftrennung des Hydro- 
lysats des phenol-unléslichen Anteils! lyophilisierter HZ. coli B-Bakterien 
an einer Cellulosepulversiule. Abscheidung der Heptose aus der sie zu- 
sammen mit Glucose enthaltenden Eluatfraktion als schwerlésliches 
Phenylhydrazon. Umwandlung in das Athylmercaptal und dessen Hexa- 
acetat. C, H, S-Analyse des letzteren sowie Vergleich mit den beiden ent- 
sprechenden Verbindungen synthetisch bereiteter D-Gala-L-manno- 
heptose (Schmp., Misch-Schmp., optische Drehung). Die in der Tab. zu- 
sammengefaBten Ergebnisse beweisen, da das Naturprodukt die zur 
synthetischen Heptose spiegelbildliche Konfiguration besitzt. 


Beschreibung der Versuche 
1. Isolierung der Coli-Heptose 


3.65 g des lyophilisierten, phenol-unléslichen Anteils phenol-dissoziierter Bak- 
terien oder Bakterienmembranen! werden mit 75 ccm n-H,SO, iibergossen und im 
verschlossenen Kolben 14 Stdn. auf 100° gehalten (Trockenschrank). Unldésliche 
Lipoidflocken werden abzentrifugiert, die waBrige Phase wird durch Filtration 
vollends geklart und mit 0.2-n. Ba(OH), von Schwefelsaure befreit. Nach dreima- 
ligem Auswaschen des Niederschlages mit heiBem Wasser engt man die gesamte 
Fliissigkeit im Vak. auf etwa 5 ccm ein, zentrifugiert den ausgefallenen schwarz- 
grauen Niederschlag ab, wascht ihn einmal mit wenig Wasser auf der Zentrifuge 
aus und saugt die vereinigten Uberstande mit einer ausreichenden Menge pyridin- 
extrahierten Cellulosepulvers (Waldhof) auf. Dieses wird sodann im Vak.-Exsic- 
cator iiber konz. Schwefelsiure und Natriumhydroxyd gut getrocknet. 

Inzwischen stellt man sich eine Chromatographiersiule aus Cellulosepulver 
her, das mit Pyridin in ein Adsorptionsrohr von 4,9 cm lichter Weite etwa 17 cm 
hoch sorgfaltig eingeschlammt wird. Man wischt so lange mit Pyridin weiter, bis 


5 Z. Dische, L. B. Shettlesu. M. Osnos, Arch. Biochemistry 22, 169 [1949]. 
6° M. W. Slein u. G. W. Schnell, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 82, 734 [1953]. 
7W.F. Goebel, J. exp. Medicine 92, 527 [1950]. 
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1958) 
Vergleich der Eigenschaften und Analysen des aus Coli-Bakterien isolierten Zuckers 
“a mit der synthetischen Heptose. 
or- 
yung Zucker aus Coli | D-Gala-L-manno-heptose 
men Schmp. 144—145° | 144—145° 
am . Misch-Schmp. 137—139° 
eet Athyl- 
hier mercaptal- [a]p — 7.3° + 7.4° 
loch hexaacetat 48.57% C 48.57% C 
no- Analyse 6.48%, H (gef.) 6.38% H (ber.) 
hen 11.28% S 11.28% S 
3 in Schmp. 201 —202° 201— 202° 
= Athyl- Misch-Sch 180—196° 
ine mercaptal eee ee cae 
fte, [«]p + 9.9° — 9.6° 
ehr dieses farblos ablauft, und verdrangt es dann mit einem Gemisch aus Essigester/ 
ge- Pyridin/Wasser im Verhiltnis 10: 7: 3. Mit dem gleichen Gemisch riihrt man das 
se, hydrolysatgetrankte, getrocknete Cellulosepulver zu einem dicken Brei an und gibt 
diesen auf die Séule. Hierauf gie8t man Gemisch nach, bis die Heptose vollstandig 
aus der Siule ausgewaschen ist. Als Anhaltspunkt mag dienen, daB die ersten 
ntl 100 ccm des Eluats farblos sind, die nachsten 100 ccm gelblich, die dann folgenden 
len 200 ccm braun. Darauf hellt sich in den nachsten 100 ccm die Farbe wieder zu Gelb 
rU- auf. Jetzt erscheint in weiteren, hellgelb gefarbten 50 ccm reine Glucose, dann eine 
1es Mischung von Glucose und Heptose, und schlieBlich reine Heptose in insgesamt 
me abermals 200 ccm. Die heptosehaltige Fraktion wird gesammelt aufgefangen. Sie 
. 14Bt sich exakt erfassen, indem man wahrend des Eluierens rechtzeitig in regel- 
it - maBigen Abstanden einen ablaufenden Tropfen auf Filtrierpapier auffangt, trocknet, 
10- mit saurem Anilinphosphat! bespriiht und 5 Min. auf 110° erhitzt. Die Heptose 
u- gibt sich durch eine auch bei Gegenwart von Glucose noch deutlich wahrnehmbare 
“ Rotfarbung zu erkennen. 
. Die heptosehaltige Eluatfraktion wird im Vak. eingedampft, der Riickstand 
in 10 ccm Wasser aufgenommen und die Liésung mit einer guten Messerspitze Aktiv- 
kohle (Merck) aufgekocht. Nach dem Erkalten wird filtriert und das Filtrat im 
Vakuum-Exsiccator eingedunstet. Der griingelbe, glasige Riickstand wiegt 332,5 mg. 
Zur Abtrennung der Glucose und anderer Beimengungen Jést man ihn in 
3,3 com Wasser kalt auf und versetzt mit 2 Tropfen Eisessig sowie 167 mg Phenyl- 
k hydrazin. Es muB sofort gut durchgemischt werden, weil das Ganze rasch zu einem 
‘ Kristallbrei erstarrt, den man nach 2 Stdn. scharf absaugt. Man wascht mit etwas 
m Wasser nach, verriihrt den dichten Kristallkuchen mit 3 cem Alkohol, saugt er- 
ne neut ab, kocht ihn mit weiteren 3 cem Alkohol auf und erhalt so nach einer letzten 
™ Filtration 160 mg eines fast weiBen Heptose-phenyhydrazons. Schon Emil Fischer 
= reinigte seine ,,d-a-Galaheptose“ iiber diese Verbindung’. 
o Das Produkt wird zwecks Gewinnung freier Heptose in 6,4 com Wasser gelést 
“A und mit 0,1 ccm Benzaldehyd unter gutem Riihren versetzt. Nach dem Abkihlen 
- filtriert man vom ausgeschiedenen Benzaldehyd-phenylhydrazon ab, wischt mit 
‘ wenig Wasser nach, athert das Filtrat méglichst verlustfrei mehrmals aus, verjagt 
a” den in der waBrigen Phase gelésten Ather auf dem Wasserbad, entfarbt voll- 
| kommen durch Aufkochen mit etwas Aktivkohle und trocknet im Vak.-Exsiccator 
4 ein. Man erhalt 125 mg eines farblosen, noch wasserhaltigen Sirups. Gala-manno- 
heptose ist, wie bekannt, nur schwer (als Monohydrat) zur Kristallisation zu bringen?. 
8 E. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 288, 139 [1895]. 
® R.M. Hann, A. T. Merrill u.C.S. Hudson, J. Amer. chem. Scoc. 57. 
2100 [1935]. 
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2. Athylmercaptal-hexaacetat!" 


Der Heptosesirup wird in 0,25 ccm etwa 32-proz. Salzsiure gelést und bei 
Zimmertemperatur mit 0,25ccm Athylmercaptan (rein, Riedel-de Haén) ver- 
setzt. Das Mercaptal beginnt beim vorsichtigen Schwenken bald zu kristallisieren. 
Nach 1 Stde. versetzt man unter auBerer Kiihlung mit Eis mit 0,25 ccm etwa 
25-proz. Ammoniaklésung, dampft im Vak. bei 40° zur Trockne und trocknet im 
Vak.-Exsiccator tiber konz. Schwefelsiure und Natriumhydroxyd nach. Der rein- 
weiBe Riickstand wird mit einer Mischung von 4ccm Acetanhydrid und 2 ccm 
wasserfreiem Pyridin iibergossen. Unter schwachem Erwarmen und Umschwenken 
wird alles in Lésung gebracht. Nach 24-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
versetzt man die gelb gewordene Fliissigkeit langsam mit 20 com Wasser (Kiihlung 
mit Leitungswasser!). Es fallen schneeweiBe Niadelchen, die abfiltriert und ge- 
trocknet werden. Ausb. 259,4 mg. 


Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol Schmp. 144—145° nach 
schwachem Sintern ab 137°. Genau gleiches Schmelzverhalten zeigte das ganz ent- 
sprechend hergestellte Athylmercaptal-hexaacetat von pD-Gala-L-manno-heptose. 
Dieser Zucker wurde durch eine passende Kombination der von E. Fischer® sowie 
von Hann et al.® gegebenen Vorschriften synthetisiert. 

Der Misch-Schmelzpunkt der beiden Mercaptalacetate ergab sine deutliche 
Depression: 137—139°, schwaches Sintern ab 135°. Alle Schmelzpunkte wurden 
mit Hilfe des Kofler-Mikroskops bestimmt. Sie sind unkorrigiert. 


Die Analyse des peracetylierten Athylmercaptals der Coli-Heptose ergab: 


4,764 mg Sbst. (getr.im Hochvak. bei 80—90°) : 8,480 mg CO,, 2,760mgH,0. — 
2,672 mg Sbst. : 1,880 cem »/100-KBr (Titration von S als Ag,SO,)*. 


Cy3H3,0 1.8, (Aldoheptose-aithylmercaptal-hexaacetat) 
Ber. C 48.57 H 6.38 8 11.28 
Gef. C 48.57 H 6.48 § 11.28 


Es handelt sich also um eine Verbindung, die die gleiche analytische Zusammen- 
setzung und den gleichen Schmelzpunkt hat wie p-Gala-L-manno-heptose-athyl- 
mercaptal-hexaacetat, die aber hiermit eine Schmelzpunktdepression ergibt. Die 
Coli-Heptose mu8 demnach die enantiomorphe Konfiguration haben. 


Ein Vergleich der optischen Drehungen liefert den unmittelbaren Beweis: 
Athylmercaptal-hexaacetat der Coli-Heptose [a]p: — 7.3° in 
Athylmercaptal-hexaacetat der synthet. Heptose [a Ip: + 7.4° 

Chloroform (1 = 2 dm; c = 1.85) 

Hann et al.!° geben fiir das synthetische Produkt [a Ee: + 5.6°an. Fiir die 
eigene Messung stand kein (temperaturkonstantes) 4-dm-Rohr zur Verfiigung, wie 
es wegen der sehr geringen Drehung von diesen Autoren benutzt wurde, und die 
Temperatur schwankte um 30°. Dies erklart wahrscheinlich die Differenz. Ent- 
scheidend ist jedoch im vorliegenden Falle der praktisch gleich groBe, absolute 
Drehwert mit entgegengesetztem Vorzeichen. 

Um absolut sicher zu gehen, wurde ein entsprechender Vergleich von Schmelz- 
punkten und Drehwerten auch noch mit den beiden deacetylierten Athylmer- 
captalen angestellt. 


10 R. M. Hann u. C. 8. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 59, 1898 [1937]. 

11M. L. Wolfrom u. J. V. Karabinos, J. Amer. chem. Soc. 67, 500 [1945]. 

* Fir die Ausfiihrung der Schwefelbestimmung sind wir dem Analytischen 
Laboratorium der Farbenfabrik Bayer (Dr. Tettweiler und Dr. Lange) zu 
groBem Dank verpflichtet. 
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3. Athylmercaptal!" 

236,6 mg Mercaptalacetat der Coli-Heptose werden in 52 ccm absol. Methanol 
gelést und mit 12,3 cem 0,2-n. Bariummethylat 1 Stde. am RiickfluBkiihler erhitzt. 
Die Bariummethylatlésung bereitet man am besten durch Kochen eines Uber- 
schusses von Bariumoxyd mit absol. Methanol am RiickfluBkihler, Absitzenlassen, 
Titration einer Probe mit n-HCl (Methylrot) und entsprechende Verdiinnung der 
fiir die Verseifung benétigten Menge in absol. Methanol. Nach der Verseifung 
destilliert man im Vak. unter Kohlendioxyd zur Trockne, lost das Bariumcarbonat 
mit der ber. Menge n-HCl aus dem Riickstand heraus, wascht mit wenig Wasser 
nach, holt das verbleibende Mercaptai mit 10 cem kochenden Wassers aus dem 
Kolben und 1aBt auskristallisieren. Farblose Blattchen, 116,4 mg (88% d. T4.). 
Die Verseifung des Mercaptal-acetats der synthet. Heptose verlauft entsprechend. 

Beide Produkte schmelzen nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser 
bei 201 —202° (schwaches Sintern ab 192°). Eine Mischung der Mercaptale beginnt 
bei 180° kraftig zu sintern, und bei 196° ist schlieBlich alles geschmolzen. Auch hier 
also eine erhebliche Depression. 

Die Werte der optischen Drehungen sind — bei entgegengesetzten Vor- 
zeichen — wiederum gleich gro8 und entsprechen in diesem Falle dem in der Lite- 
ratur angegebenen Wert: 

Athylmercaptal der Coli-Heptose [x]p: + 9.9° | 
Athylmercaptal der synthet. Heptose [«}p:— 9.6° { 
(1 = 2dm;c = 1.62) 

Damit ist fiir die Coli-Heptose die Struktur einer L-Gala-p-manno-heptose 
eindeutig gesichert. Gleichzeitig darf festgestellt werden, daB Slein und Schnell® 
Schmelzpunktdepressionen zwischen den entsprechenden Mercaptalderivaten ihrer 
Shigella-Heptose einerseits und synthetisch gewonnener D-Gala-L-manno-heptose 
andererseits mit Recht im gleichen Sinne deuteten. Analyse und Bestimmung der 
Drehung konnten sie aus Mangel an Substanz nicht durchfiihren. 

Der Verfasser dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Gewahrung einer Sachbeihilfe. 


. in Pyridin 


Zusammenfassung 

Aus einer Lipopolysaccharid-Komponente der Zellmembran von £. 
ColiB wurde eine Heptose isoliert, fiir die die Konfiguration einer 
L-Gala-D-manno-heptose gesichert werden konnte. Offenbar die gleiche 
Heptose kommt auch in hochmolekularen Zellwandkomponenten zweier 
Shigella-Stimme (sonnei und flexneri) vor. Dieses Monosaccharid ist 
deshalb von Interesse, weil es vielleicht den Schliissel zur biochemischen 
Analyse von Mutationseffekten bei Bakterien liefert, die deren Emp- 
finglichkeit oder Resistenz gegeniiber gewissen Virustypen betreffen. 


Summary 

From a lipocarbohydrate component of the £. coli B-cell mem- 
brane a heptose was isolated. It could be shown to have the configu- 
ration of L-gala-D-manno-heptose. Obviously the same heptose also 
occurs in two Shigella strains (sonnei and fleaneri). Attention is drawn 
to some aspects of this monosaccharide as a possible key to the analysis 
in chemical terms of mutational changes in bacteria which cause them 
to become resistant against certain viruses. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 299 
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Eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
der Aminoséurezusammensetzung von Eiweifhydrolysater 
durch Kombination von Elektrophorese 
und Chromatographie 
Von 
W. GraBmann, K. Hannig und M. Pléckl 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Regensburg 
(Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1954) 


Die Ausarbeitung einer genauen, rasch und mit kleinen Substanz- 
mengen durchzufiihrenden Methode zur quantitativen Analyse von Ei- 
weiBhydrolysaten oder auch von anderen Aminosiuregemischen ist eine 
wichtige Aufgabe, die gegenwiartig noch keineswegs ideal gelést ist. Von 
den neueren chromatographischen Methoden liefert wohl die genauesten 
Ergebnisse die Chromatographie an Starke oder Ionenaustauscher- 
siulen und die nachfolgende Bestimmung der Fraktionen mittels Nin- 
hydrins nach Moore und Stein'. Der wesentlichste Nachteil dieser 
Methode, bei der der Substanzbedarf bei etwa 5—15 mg gelegen ist, 
liegt in ihrer Langwierigkeit. 

Die quantitative Bestimmung nach papierchromatographischer 
Auftrennung ist von verschiedenen Seiten?~* vorgeschlagen und ein- 


1 W.H. Steinu.S.Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]; 178, 79 [1949]; 
Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 14, 179 [1950]; S. Moore u. W. H. 
Stein, J. biol. Chemistry 178, 53 [1949]; 192, 663 [1951]. 

* R. B. Fisher, D.S. Parsons u. G. A. Morrison, Nature [London] 161, 
764 [1948]; R. B. Fisher, D. 8S. Parsons u. R. Holmes, ebenda 164, 183 [1949]. 

3 a) R.J. Block, Science [New York] 108, 608 [1948]; Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 72, 337 [1949]; Analytic. Chem. 22, 1327 [1950]. b) L. B. Rockland u. 
M.S. Dunn, J. Amer. chem. Soc. 71, 4121 [1949]; Analytic. Chem. 28, 1142 [1951]. 
c) L. 8. Fosdick u. R.Q. Blackwell, Science [New York] 109, 314 [1949]. 
d) H. B. Bull, J. W. Hahn u. V. H. Baptist, J. Amer. chem. Soc. 71, 550 [1949]. 
e) E. P. McFarren, H. R. Rutkowsky u. K. Brand, Analytic. Chem. 23, 168, 
1146 [1951]; E. P. McFarren u. J. A. Mills, ebenda 24, 650 [1952]. f) A. R. Pat- 
ton u. P. Chism, Analytic. Chem. 23, 1683 [1951]. g) R. R. Redfield u. E.S. G. 
Barron, Arch. Biochem. Biophysics 35, 443 [1952]. h) J. F. Roland u. A. M. 
Gross, Analytic. Chem. 26, 502 [1954]. 

4a) E. Hiller, F. Zinnert u. G. Frese, Biochem. Z. 323, 245 [1952]; 324, 
93 [1953]. b) J. Briiggemann u. K. Drepper, Naturwissenschaften 39, 301 [1952]. 
c) H. Miller, Dissertat. T. H. Braunschweig, 1953. 

5 L. Naftalin, Nature [London] 161, 763 [1948]; A. J. Landua u. J. Awa- 
para, Science [New York] 109, 385 [1949]; L. Novellie, Nature [London] 166, 
1000 [1950]; L. Fowden, Biochem. J. 48, 327 [1951]; R. A. Boissonnas u. S. L. 
Bianco, Experientia [Basel] 8, 425 [1952]. 
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gehend in einer sorgfaltigen Untersuchung von F.G. Fischer und 
Dorfel® durchgearbeitet worden, in der auch die friiheren gleichlaufen- 
den Versuche kritisch referiert werden. 

Wie Fischer und Dérfel hervorheben, sind zweidimensionale Chromato- 
gramme fiir eine quantitative Auswertung ungeeignet, da die Trennung nie mit 
zureichender Scharfe gelingt und die Auftragmenge fiir die notwendigerweise punkt- 
formige Auftragung hédchstens 150—200 y Aminoséuregemisch betragen kann. 
Damit wird aber der Fehler der Einzelbestimmung fiir diejenigen Aminosauren, 
die in geringer Menge vorliegen, zu groB. 

Der starkste Einwand gegen die quantitative Auswertung zweidimensionaler 
Chromatogramme, gleichgiiltig, ob sie etwa durch Ausmessung der FleckengréBe?, 
durch Elution®:®, oder durch direktes Photometrieren auf dem Papier*:*+ vorge- 
nommen wird, liegt aber nach Fischer und Dérfel in der Unméglichkeit, ein Ver- 
gleichschromatogramm gleichzeitig auf demselben Bogen mitwandern zu lassen. 
Gerade dies ist aber fiir eine exakte, quantitative Analyse notwendig wegen der von 
einer Aminosiure zur anderen unterschiedlichen, und von Art, Zahl und Menge der 
Begleiter abhangigen Verluste, die durch die sogenannte ,,Schwanz- und Zungen- 
bildung*t oder beim Entfernen des Lésungsmittels eintreten kénnen. AuBerdem ist 
die Anfarbung der Aminosauren auf dem Papier nie so reproduzierbar zu gestalten 
wie in Lésung. 

Nur auf eindimensionalen Chromatogrammen ist es méglich, Testmischungen 
bekannter Zusammensetzungen auf ein und demselben Streifen unter genau 
gleichen Bedingungen mit zu chromatographieren. Der Nachteil der eindimen- 
sionalen Trennung andererseits liegt aber darin, daB es kein Lésungsmittel gibt, 
in dem alle Aminosauren scharf voneinander getrennt werden. Fischer und Dérfel 
fiihren daher Parallelversuche mit fiinf verschiedenen Lésungsmittelgemischen 
durch, so daB jede Aminosdure wenigstens auf einem Chromatogramm gut von allen 
anderen getrennt ist und quantitativ bestimmt werden kann. Wenn damit auch der 
Arbeitsaufwand wegen der Vielzahl der anzufertigenden und auszuwertenden Chro- 
matogramme verhaltnismaBig groB ist, so ist doch die Genauigkeit der Methode, 
deren Substanzbedarf bei etwa 5—10 mg Aminosiuregemisch bzw. Protein liegt, 
eine recht gute. 

Im folgenden beschreiben wir eine quantitative Trennungs- und 
Analysenmethode, bei der die elektrophoretische und die papierchromato- 
graphische Trennung kombiniert werden; sie erfordert etwa 5—7 mg 
Substanz und hat sich in unserem Laboratorium ausgezeichnet bewahrt. 
Das Gemisch wird zunichst bei py 3,9 in der kontinuierlichen Anord- 
nung in der friiher beschriebenen® Gruppentrennung in vier Anteile, 
nimlich basische Aminosiuren, neutrale Aminosiuren, Glutaminséure 
und Asparaginsaure zerlegt. Im Falle der Anwesenheit von Cysteinsaure, 
also z. B. nach Perameisensiure-Oxydation cystinhaltiger Proteine, wird 


in diesem Arbeitsgang auch die Cysteinsiure quantitativ von den tibrigen 
6 B. Pernis u. Ch. Wunderly, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
11, 209 [1953]; F. Bode, J. Hiibener, H. Briickner u. K. Hoeres, Natur- 
wissenschaften 39, 524 [1952]; Kolloid-Z. 130, 191 [1953]. 
7 A.J.Woiwod, Biochem. J. 45, 412 [1949]; Nature [London] 166, 272 [1950]; 
C. Klatzkin, Nature [London] 169, 422 [1952]; S. Blackburn u. A. Robson, 
Biochem. J. 54, 295 [1953]; H. Boser, diese Z. 296, 10 [1954]; A. L. Levy, Nature 
[London] 174, 126 [1954]; F. A. Isherwood u. D.H. Gruickshank, ebenda 174, 
123 [1954]. 
8 F.G. Fischer u. H. Dorfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
9 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 
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getrennt erhalten (vgl. Abb. 1). Eine anschlieSende Elektrophorese dey 
Neutralfraktion bei pu 2,3, die wir vor allem bei glykokoll- und alanin 
reichen Proteinen durchfiihren, erméglicht eine quantitative Abtrennung 
dieser beiden rasch wandernden Aminosiiuren von den iibrigen. Im 
gleichen Arbeitsgang gelingt auch die Abtrennung des Oxyprolins, das 
bei diesem px elektrophoretisch wenig wandert?. 





A 


1 2 3 4 5 
Abb. 1. Gruppentrennung eines EiweiBhydrolysates. 
(Fraktion B nach Perameisenséiure-Oxydation von Insulin) py 3,9, Pyridin-Essig- 
siure-Puffer, S. & S. 2040a, 290 V, 10 mA. 
1 = Cysteinséure, 2 = Asparaginsdure, 3 = Glutaminsiure, 4 = neutrale Amino- 
siuren, 5 = basische Aminosauren. 


Durch diese einfache und quantitativ durchzufiihrende Auftrennung 
in fiinf bis sieben Fraktionen ergibt sich zunichst die Méglichkeit einer 
quantitativen Bestimmung der Gruppen mittels Ninhydrinfaérbung in 
Lésung, z. B. nach der Arbeitsweise von Moore und Stein!, deren 
maximaler Fehler in Lésung bekanntlich nicht mehr als 1 bis 2% be- 
trigt. Durch diese Vortrennung werden in der folgenden papierchroma- 
tographischen Bestimmung Uberlagerungen von Aminosiuren mit chro- 
matographisch ahnlichem Verhalten fast vollstiéndig vermieden. Tab. 1 
veranschaulicht dies fiir das von uns verwandte Phenol-Kresol-Wasser- 
Zemisch, in dem die Gruppen Prolin-Phenylalanin, Leucin-Isoleucin- 
Arginin, Methionin-Lysin, Valin-Histidin, Cystin-Glutaminséure-Aspa- 
raginsaiure, ihrer nahe beieinanderliegenden Ry-Werte wegen, rein chro- 
matographisch nur mangelhaft trennbar waren. Gerade diese Gruppen 


10 §. Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]; vgl. dazu: 
F. Cramer ,,Papierchromatographie“ 2. Aufl., 8. 60; Verlag Chemie 1953. 
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Tab. 1. Rp-Werte der Aminosaiuren in den nach elektrophoretischer Gruppentren- 
nung erhaltenen Fraktionen, (Aufsteigend auf Schleicher & Schiill 2043bM, Phenol- 
Kresol (1:1) — wassergesattigt.) 





Ry - 4 ' Glutamin- | Asparagin- | Cystein- 
} Neutrale I | Neutrale II} Basen * ene he 
0.9 saiure saiure siure 





0,8 | Prolin (0,78) 


Phenylalanin Arginin 
(0,75) (0,75) 
"-"! Leucin-Isoleuc. 

(0,70) 

Methionin Lysin 
0,6 (0,64) (0,65) 

Valin (0,57) 

Histidin 
0.5 (0,55) 
"| Oxyprolin 
(0,50) 
Tyrosin (0,44) 
0,4 Alanin 
; (0,32) 
0.3] Threonin (0,25) 
Glycin 
(0,20) 


0,2 | Serin (0,15) 
0,1 Cystin (0,04) Glutamin- 


sdure (0,09) [ASPatagin- 


siiure (0,08)! Cystein- 
sdure (0,04) 




















werden aber elektrophoretisch fast ausnahmslos aufgetrennt. Die unvoll- 
kommene Trennung von Prolin und Phenylalanin bedeutet keinen Nach- 
teil, da erstere Aminosiure mittels der Isatinreaktion nach Gragmann 
und v. Arnim!"’, die letztere mit Ninhydrin spezifisch erfaBt werden kann. 


Da wir die elektrophoretische Gruppentrennung in Gegenwart von 
Pyridin-Essigséure-Puffer!? vornehmen, erhalt man nach dem Abdamp- 
fen der Pufferlésung vollkommen salzfreie Fraktionen. Durch diese 
elektrophoretische Entsalzung, die wir auch sonst hiiufig anwenden, 
wird zugleich auch ein etwaiger Gehalt an Fremdsalzen entfernt, deren 
meist sehr rasch wandernde Ionen aus dem Trennbogen mit der Elektro- 
denspiilung abgefiihrt werden. Dadurch wird ein wesentlicher Teil der 
Fehlermoglichkeiten bei der anschlieBenden chromatographischen Auf- 
trennung der neutralen und der basischen Aminoséuren ausgeschaltet, 
und man erhalt quantitative und vollstandig reproduzierbare chromato- 
graphische Auftrennungen. 


1 a) W. GraBmann u. K. v. Arnim; Liebigs Ann. Chem. 509, 288 [1934]; 
519, 192 [1935]. b) R. Acher, C. Fromageot u. M. Jutisz, Biochem. biophysica 
Acta [Amsterdam] 5, 81 [1950]. 

12 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]. 
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Die Auswertung der Chromatogramme nehmen wir unmittelbar au 
dem mit Ninhydrin angefairbten und transparent gemachten Streifen 
durch Photometrieren im durchfallenden Licht vor. Dabei ist die Ver- 
wendung von weitgehend monochromatischem Licht der ungefahren 
Wellenlange von 550 my und eines MeBinstrumentes mit linearer Charak- 
teristik notwendig, diejenige eines automatisch registrierenden Gerates!” 
erwiinscht. Da die Absolutwerte fiir die Summe der neutralen und die 
Summe der basischen Aminosiuren durch die elektrophoretische Grup- 
pentrennung ermittelt sind, geniigt es in diesem Falle, das relative 
Verhaltnis der Aminoséuren in den einzelnen Gruppen zu bestimmen, 
was durch direktes Photometrieren des Streifens mit hoher Genauigkeit 
méglich ist. Alle Ergebnisse werden auf eine Testmischung bezogen, deren 
Zusammensetzung moglichst weitgehend mit derjenigen der Analysen- 
losung tibereinstimmen soll. Mit der Testmischung werden alle Arbeits- 
gange einschlieBlich der Hydrolyse selbst unter denselben Bedingungen 
wie mit der Analysenlésung durchgefiihrt. Dadurch werden alle Fehler- 
méglichkeiten kompensiert, die etwa durch Verluste beim Chromato- 
graphieren oder durch die unterschiedliche Anfarbbarkeit der Amino- 
siuren im Papierchromatogramm moglich sind. Fiir die Verluste bei der 
Hydrolyse selbst, die fiir einzelne Aminosiiuren, besonders fiir Trypto- 
phan, aber z. B. auch fiir Serin, Threonin und Tyrosin betrachtlich sind, 
gilt dies nur unter der Voraussetzung, daf der Verlust fiir die freie Ami- 
nosdure und fiir die protein- bzw. peptidgebundenen Aminosauren gleich 
groB ist. Diese Unsicherheit haftet jedoch allen Bestimmungsmethoden 
an, die sich der Saéurehydrolyse bedienen. Eine enzymatische Auf- 
spaltung der Proteine, die beispielsweise mit Schimmelpilzenzymen voll- 
standig bis zur Aminosdurestufe durchgefiihrt werden kann!*, wiirde 
diese Fehlerquelle vermeiden. 

Die Kombination von Elektrophorese und Chromatographie stellt 
nach unseren Erfahrungen eine ideale Lésung zur exakten und ver- 
haltnismaBig schnellen Ermittlung der Aminosiurezusammensetzung 
von EiweiBhydrolysaten dar, da sich die beiden Methoden in gliicklicher 
Weise erganzen. Im folgenden soll iiber nihere methodische Einzelheiten 
und einige Analysenergebnisse berichtet werden. 


I. Zur quantitativen Bestimmung der Aminosauren 
durch direktes Photometrieren auf dem Streifen 


Da die Bestimmung der Aminosauren in Chromatogrammen oder 
Pherogrammen durch Messen der FleckengréBe nach dem Vorgehen von 
Fisher, Parsons und Mitarbeitern? bestenfalls orientierende| Ergeb- 
nisse erwarten 1éBt, kommen fiir die quantitative Auswertung von Chro- 


13 a)W.GraBmannu. K.Hannig, Klin. Wschr.32, 838 [1954]. b) H. Eberle, 
Naturwissenschaften 41, 479 [1954]. v 

144 W.GraBmann, K. Meyer u. E. Waldschmidt-Leitz, Arztl. Forsch. 
4, 1/17 [1950]; W. GraBmann u. K. Meyer, ebenda 7, 11 [1953]; G. Hillmann, 
Vortrag zur 7. Tagung d. Ges. f. Physiol. Chem. am 22. 9. 1954 in Kiel. 
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matogrammen grundsitzlich nur zwei Wege in Frage: die Elution der 
aufgetrennten Aminosiuren® bzw. der gebildeten Farbstoffe® aus dem 
Streifen mit nachfolgender kolorimetrischer Bestimmung in Lésung oder 
die unmittelbare photometrische Bestimmung auf dem angefiarbten 
Streifen selbst? 4. Nach den sehr ermutigenden Erfahrungen, die von uns 
selbst nach dem letzteren Verfahren beider quantitativen Bestimmung der 
Serumproteine! 15 und im Anschlu8 daran von Hiller und Zinnert* 
sowie von Briiggemann und Drepper* bei der Photometrierung von 
Aminoséuren im Chromatogramm gewonnen wurden, haben wir uns im 
Gegensatz zu F.G. Fischer und Dorfel® zu dem letzteren Verfahren 
entschlossen, das einen zusitzlichen Arbeitsgang einzusparen erlaubt 
und bei etwa gleicher Genauigkeit wesentlich einfacher durchzufihren ist. 

In einer vorausgehenden Arbeit!** sind einige der Voraussetzungen 
diskutiert worden, die erfiillt sein miissen, wenn bei der direkten photo- 
metrischen Auswertung von Elektrophorese- oder Chromatographie- 
streifen quantitativ verwertbare Ergebnisse erhalten werden sollen. 
Wesentlich ist dabei eine méglichst gleichmaBige strichformige Auf- 
tragung der Substanz tiber die gesamte Streifenbreite und die Erzielung 
gleichmaBiger, nicht gekriimmter Zonen bei der Chromatographie selbst. 
Im Hinblick auf die notwendige Integrierung der erhaltenen Gaub- 
Kurven kommt einer méglichst strengen Giltigkeit des Lambert- 
Beerschen Gesetzes, also einer linearen Beziehung zwischen Farbstoff- 
dichte und Extinktion, hier eine gréBere Bedeutung zu als bei der 
Photometrierung in Lésung, wo man sich erforderlichenfalls durch die 
Verwendung mehr oder weniger gekriimmter Eichkurven helfen kann. 
Zu Abweichungen vom Lambert-Beerschen Gesetz fiihrt auch die Ver- 
wendung von nicht monochromatischem Licht, sofern dessen Intensi- 
titsmaximum erheblich vom Extinktionsmaximum des zu messenden 
Farbstoffes abweicht. 

Unsere Versuche wurden im allgemeinen mit dem Auswertgerat 
nach Eberle!®» der Fa. Bender & Hobein, zum Teil auch mit dem Zusatz- 
gerat fiir die Papierelektrophorese zum Photometer ,,Eppendorf“ durch- 
gefiihrt!*. Beide Gerite arbeiten mit monochromatischem Licht. Die 
Messung erfolgt bei 546 mu, ungefahr entsprechend dem langwelligerem 
der beiden Extinktionsmaxima der Ninhydrinfarbungen, die wir auf 
Papier unter den von uns eingehaltenen Bedingungen von Aminosiéure 
zu Aminosdiure etwas wechselnd zwischen etwa 540—570 my finden 
(vgl. Abb. 2). 

Die geringfiigige Abweichung in der Lage des Maximums gegeniiber den 
Werten, die Bull und Mitarbeiter** gleichfalls bei der Ninhydrinfarbung auf Papier 
erhalten haben, kann mit der etwas unterschiedlichen Zusammensetzung des von 


uns verwendeten, von Briiggemann und Drepper*® angegebenen Ninhydrin- 
reagenzes in Verbindung stehen. 


1 W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 496 [1950]; diese 
Z. 290, 1 [1952]; W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 
76, 333 [1951]. 
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Zur Gewinnung von Eichkurven wurden steigende Mengen eines 
Gemisches aquimolekularer Mengen der neutralen bzw. der basischen 
Aminosauren strichformig aufgetragen und auf einem Bogen nebenein- 
ander mit dem unten angegebenen Phenol-Kresol-Wasser-Gemisch 
70 Stdn. aufsteigend chromatographiert. Abb. 3a und 3b zeigen, daB die 
durch Photometrierung und Vermessen der GauB-Kurven erhaltenen 
Flachenwerte in einer linearen Beziehung zur Aminosiuremenge stehen. 
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500 950 600 650 
Abb, 2. Extinktionskurven einiger Aminosiuren bei Ninhydrinfarbung 
auf dem Papier. 
x x Leucin; o o Valin; -—-—+ Alanin; A----A Arginin; 0 Q Tyrosin; 
@---.@ Phenylalanin. 


Aus den beiden Abbildungen geht aber auch hervor, daB die durch aqui- 
molekulare Mengen hervorgerufene Farbintensitat, die sich in der Steil- 
heit der ermittelten Kurven duBert, von Amiosiure zu Aminosaure 
stirker differiert, als dies bei der Extinktionsmessung in Lésung der 
Fall ist!©. Insbesondere die beiden aromatischen Aminosauren Phenyl- 
alanin und Tyrosin fallen durch ihre niedrigen Extinktionswerte auf, 
was tibrigens auch fiir die Ninhydrinbestimmung in Lésung, wenn auch 
viel weniger ausgepragt, gilt. 

Das erstmals von Block** angegebene Verfahren zur quantitativen Auswer- 
tung der Ninhydrinfarbung, bei der die Messung am nicht durchsichtig gemachten 
Streifen, und zwar in der Mitte der annahernd runden Flecken, erfolgt, gibt sicher 
nur angenaherte Werte. Nimmt man die Messung gemaf unserer Arbeitsweise, 
jedoch am undurchsichtigen Papierstreifen, vor (vgl.1.c.°>—)), so erhalt man nicht 
lineare, sondern stark gekriimmte Eichkurven. Dies deckt sich mit unseren friiheren 
Erfahrungen’ bei der Auswertung von Serumelektropherogrammen an nicht trans- 
parent gemachten Streifen, wo die schwachen Proteinfraktionen im Verhaltnis 
zum Albumin erheblich zu hoch gefunden wurden. 

Im Hinblick auf die stark unterschiedlichen Extinktionswerte, die 
die Einfihrung recht erheblicher Korrekturfaktoren n6tig machen 
wiirden, und mit Riicksicht auf die schon von anderen Autoren® hervor- 
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vehobene Unméglichkeit, die Farbung auf dem Papier quantitativ voll- 
kommen reproduzierbar zu gestalten, beziehen wir alle Ergebnisse grund- 
siitzlich auf eine gleichzeitig mitchromatographierte Testmischung, deren 
Zusammensetzung mit derjenigen der zu priifenden Losungen méglichst 
weitgehend iibereinstimmen soll. Wiirden die Ergebnisse nur auf Grund 
der oben angefiihrten Eichkurven und den sich daraus errechnenden 
Anfarbefaktoren ermittelt, konnen Fehler von 10—20%, auftreten. 
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a) b) 
Abb. 3. Eichkurven. Ordinate: Flachenintegral in E x mm; Abszisse: Aminosaure- 
menge pro Fleck in Mikro-Mol. 
a) Neutrale Aminosauren: 1 = Alanin, 2 = Threonin, 3 = Leucin*, 4 = Glycin, 
5 = Methionin, 6 = Tyrosin, 7 = Phenylalanin. 
b) Basische Aminoséuren: 8 = Lysin, 9 = Arginin, 10 = Histidin. 


* Eine genau iibereinstimmende Kurve wird mit Serin und Valin erhalten. Die MeSpunkte 
sind der Ubersichtlichkeit halber in der Figur weggelassen. 


II. Beschreibung der Methode 


1. Hydrolyse: Die Ausfiihrung der Saure-Hydrolyse im ge- 
schlossenen Kélbchen unter Stickstoff* hat sich auch bei uns bewahrt. 
Dazu werden etwa 5—7 mg des zu analysierenden Proteins in einem etwa 
2 ccm fassenden Kélbchen aus Jenaer Glas mit 1 ccm 20- proz. destillierter 
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Salzsiure versetzt, die Luft durch Stickstoff verdrangt, zugeschmolzen 
und 24 Stdn. im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Bei Anwesenheit von 
Cystein und Tyrosin wird die Hydrolyse mit einer Mischung aus gleichen 
Volumteilen 20-proz. Salzsiure und 90-proz. Ameisensiure empfohlen. 
Die gleiche Behandlung erfaihrt eine genau eingewogene Aminosaure- 
testmischung. Nach beendeter Hydrolyse werden die Kélbchen unter 
0° abgekiihlt, vorsichtig gedffnet und im Exsiccator im Wasserstrahl- 
vakuum iiber Atzkali und Phosphorpentoxyd zur Trockene eingedunstet. 
Der Riickstand wird schlieBlich noch zweimal mit je 1 cem Wasser ver- 
setzt und wieder zur Trockene eingedampft. Dann wird der Inhalt der 
Glaschen in genau 1 ccm Wasser aufgenommen und fiir den weiteren 
Arbeitsgang direkt verwendet. 

2. Elektrophoretische Gruppentrennung: Zur Durchfih- 
rung der elektrophoretischen Gruppentrennung wird die von uns be- 
schriebene® gréBere Ausfiihrung der kontinuierlich arbeitenden Elektro- 
phoreseapparatur mit einem Bogen Filtrierpapier der Fa. Schleicher & 
Schill Nr. 2040a beschickt und mit einer Pufferlésung, bereitet aus 
100 ccm dest. Eisessig und 30 ccm Pyridin in 5/1 Wasser, bei einer 
Klemmenspannung von 280—300 Volt (10—12 mA), zunachst ohne Zu- 
fiihrung von Aminosaurehydrolysat, 8 Stdn. durchstrémt und somit das 
Papier von loslichen Verunreinigungen befreit. 

Die Elektrophoreseapparatur hat in der Zwischenzeit eine kleine Veranderung 
in ihrem Aufbau erfahren. An Stelle der zur Bespiilung der Elektroden bendétigten 
Wattewiilste sind in der neuen Ausfiihrung Rillen vorgesehen, in denen sich Platin- 
drahte als Elektroden befinden, die von unten nach oben mit Pufferlésung bespiilt 
werden. Der Kontakt mit dem Filtrierpapier erfolgt durch Auflegen einer Cello- 
phanmembran zwischen die offene Langsseite der Rille und das Filtrierpapier. Die 
Stromungsgeschwindigkeit der Pufferldsung zum Abfiihren der Elektrophorese- 
produkte kann reguliert und an einem Tropfenzihler beobachtet werden (20—30 
Tropfen/Min.). Der Trennbogen endet unten in 42 Austropfspitzen mit je 1 cm 
Abstand, die in kleine Trichter gefiihrt werden kinnen, um die austropfende Fliissig- 
keit ohne Zwischenschaltung von Schliuchen nach auBen zu leiten. Fiir die hier 
beschriebene analytische Gruppentrennung von Aminosiuren werden die Trichter 
durch kleine Auffangglaser innerhalb der Kammer ersetzt, da die durchzusetzende 
Fliissigkeitemenge in diesem Fall nur gering ist (etwa 1 ccm pro Glaschen). 

Nach dem Auswaschen des Bogens werden die mit Rei- oder Seifen- 
flockenlésung gereinigten und mit dest. Wasser nachgespiilten Auffang- 
glaschen in die Bohrungen an der Bodenplatte des Einsatzes der Appa- 
ratur gesetzt und die Abtropfspitzen des Trennbogens so in die Glaschen 
eingelegt, daB die Abtropfspitzen an der inneren Wandung der Glaschen 
gut anliegen. Nun kann mit der Zufiihrung des Hydrolysats bzw. der 
Testmischung durch die mittlere Offnung der Kiivettenwand auf den 
Trennbogen begonnen werden. Die Zufiihrung von 0,6 cem Hydrolysat, 
entspr. 3—5 mg Substanz, soll innerhalb von 6 Stdn. erfolgen, was leicht 
durch Verwendung einer automatischen Einspritzvorrichtung* zu er- 
reichen jist. Dann wird noch ohne weitere Zufiihrung von Substanz- 
gemisch weitere 9 Stdn. mit Pufferlésung durchstrémt, um die gesamte 


* Hersteller Bender & Hobein, Miinchen, LindwurmstraBe 71. 
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Menge der getrennten Aminosauren in die Auffangglischen zu iiber- 
fiihren. Nachdem sowohl das Hydrolysat als auch die Testmischung 
aufgetrennt wurden, wird zunachst der Inhalt der einzelnen Glaschen 
auf Vorhandensein von Aminosiuren qualitativ getestet. Dazu wird mit 
einer feinen Kapillare etwa 0,001 ccm aus jedem Glaschen entnommen, 
auf einem Filtrierpapierstreifen nebeneinander punktformig aufgebracht 
und mit Ninhydrin entwickelt. Die einzelnen Gruppen werden deutlich 
sichtbar, und der Inhalt der den Gruppen zugehérigen Glaschen kann 
nun unter Nachspiilen in je etwa 30 ccm fassende Spitzkdlbchen quanti- 
tativ vereinigt werden. Dabei wird zweckmaBig der Inhalt der den ein- 
zelnen Fraktionen unmittelbar benachbarten Glaschen, die keine Anfar- 
bung auf dem Papier mehr ergeben haben, zur Sicherheit den Fraktionen 
noch zugeschlagen. Nach Abkiihlung auf 0° oder Einfrieren werden 
dann die einzelnen Proben iiber Phosphorpentoxyd und Atzkali im 
Wasserstrahlvakuum zur Trockene eingedampft und _ schlieBlich in 
genau 1 cem n/20 HCl gelost. 

Erforderlichenfalls wird die Neutralfraktion einer zweiten elektro- 
phoretischen Trennung bei py 2,3 unterworfen, um Glykokoll und Alanin 
als die am raschest wandernden Aminosiuren und evtl. auch Oxyprolin 
als die am langsamsten wandernde von den iibrigen Aminosauren abzu- 
trennen. Als Elektrolytlésung wird in diesem Fall 0,5-n. Essigsiure ver- 
wendet. Bei 600 Volt Klemmenspannung (10 mA) werden nach voraus- 
gegangenem Durchwaschen des Bogens 0,8 ccm der Neutralfraktion 
innerhalb von 6Stdn. dem Trennbogen zugefiihrt und unter 9-stdg. 
Nachspiilen wieder quantitativ in den Auffangglaischen gesammelt. Die 
Behandlung der Lésung in den vereinigten Glaschen erfolgt nun sinn- 
gemaB wie oben. 

Die absoluten Mengen der Aminosiuren in den fiinf bis sieben ge- 
trennten Fraktionen kénnen nun durch eine quantitative Bestimmung 
mittels Ninhydrinfarbung in L6sung nach dem Vorgehen von Moore 
und Stein! ermittelt werden. Die Ergebnisse werden in Mikromolen 
ausgedriickt und ergeben sich durch einfache Beziehung der Extink- 
tionswerte auf die bekannten Werte der Testmischung. Bei der Neutral- 
und der Basen-Fraktion erhalten wir die Summe der verschiedenen 
Aminosauren, ausgedriickt in Mikromolen, die erst nach Kenntnis der 
Zusammensetzung auf Gewichtsmengen umgerechnet werden kénnen. 
Die einzelnen Aminosaiuren haben geringfiigig unterschiedliche An- 
farbefaktoren!, und es miBte daher das Ergebnis auf Grund dieser 
Faktoren korrigiert werden, sobald das relative Verhaltnis der Amino- 
siiuren aus der nachfolgenden chromatographischen Trennung bekannt 
ist. Falls die Testmischung jedoch weitgehend ahnliche Zusammensetzung 
wie das zu analysierende Gemisch besitzt, eriibrigt sich diese Korrektur. 

Prolin und Oxyprolin werden bei dieser Bestimmung nicht mit- 
bestimmt, wenn man die Extinktionsmessung bei 578 mu vornimmt, 
da die schwach gelbe Ninhydrin-Farbung dieser beiden Aminosaéuren 
bei dieser Wellenlinge nicht erfaBt wird. 
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Tab. 2. Uberpriifung der Verluste durch Elektrophorese. Jeweils 0,5 com Amino. 

siurelésung wurden unter den Bedingungen der Elektrophorese durch die V-Appa- 

ratur gesetzt und durch quantitative Aminosiurebestimmung mittels Ninhydrin- 
farbung! die Ausbeute ermittelt. 

















é ange- gefunden 
Aminosaure wandt 
mg 1. Best. | 2. Best. | 3. Best. | Mittel °% 
1 ae eee 2,63 2,64 2,62 2,63 100,0 
PAUINNTD noose et? Oe 1,78 1,775 1,78 1,79 100,1 
PRON ets Gui Sis) Sag 3,62 3,65 3,63 3,65 100,6 
Phenylalanin ...... 3,30 3,30 3,30 3,30 100,0 
Se eee 2,92 2,92 2,91 2,93 100,0 
Ae Fo ek os 3,48 3,46 3,43 3,45 99,0 
J eee 3,10 3,10 3,10 3,10 100,0 
Asparaginsiure ..... 2,66 2,63 2,67 2,65 99,6 
Glutaminséure ..... 2,94 2,93 2,88 2,92 99,0 











Wie wir uns tiberzeugt haben, gelingt die Trennung in die einzelnen 
Gruppen sowie deren quantitative Bestimmung mit einem maximalen 
Fehler von + 1%. Verluste durch Adsorption auf Filtrierpapier traten 
nicht ein (Tab. 2). 

3. Eindimensionale Papierchromatographie der Neutral- 
fraktion und der basischen Fraktion: Um gut ausmefSbare 
Flecken zu erhalten, sollte jede Aminosiure in Mengen von 0,05 bis 
0,3 Mikromol auf dem Chromatographiestreifen vorhanden sein. Hohere 
Konzentrationen ergeben unscharfe Trennungen, zu niedrige lassen die 
relativen Fehler bei der photometrischen Auswertung zu groB werden. 
ErfahrungsgemaB wird man sowohl fiir die Gruppe der neutralen Amino- 
siuren wie fiir die der Basen mit 0,05—0,1 cem Auftragmenge aus- 
kommen, so da bis zu zehn Parallelbestimmungen mit der zur Ver- 
figung stehenden Menge ausgefiihrt werden kénnen. Man chromato- 
graphiert aufsteigend auf 12cm_ breiten Chromatographiestreifen 
(Schleicher & Schiill 2043 bM), auf denen Analysenmischung und die 
zum Vergleich mitlaufende Testmischung nebeneinander aufgetragen 
werden. Das Auftragen wird erleichtert, wenn man die gesamte aufzu- 
tragende Menge in einer Mikropipette genau bis zur entsprechenden 
Marke aufnimmt und dann in kleinen Portionen in Form eines 3 cm 
langen Querstriches auf dem Streifen auftrigt. Dazwischen wird jedes- 
mal mit dem F6én getrocknet, um eine sehr feine und gleichmaBige 
Startlinie zu erhalten. Etwas einfacher, aber zeitraubender gelingt das 
Auftragen, wenn man das Substanzgemisch in kleinen Portionen punkt- 
formig tiber die Lange der Auftragstelle in Form einer Perlenlinie auf- 
tragt. Zur Erzielung einer guten Genauigkeit setzen wir in der Regel je- 
weils 4 Chromatogramme an. Als Entwicklerfliissigkeit verwenden wir 
eine Mischung aus Phenol Kresol 1: 1 wassergesittigt (Ry-Werte siehe 
Tab. 1). Sollen Leucin und Isoleucin sowie Cystin (das sich nach 
Chromatographieren mit dem Phenol-Kresolgemisch mit Ninhydrin 
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schlecht anfirbt) getrennt bestimmt werden, sind in einem Parallel- 


ausatz die Chromatogramme in einer Mischung aus Butanol-Eisessig- 
Wasser 4: 1:5 zu entwickeln (Abb. 4a, 4b). 
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Abb. 4. Chromatographische Auftrennung der Neutralfraktion eines Casein- 
Hydrolysats. (Aufsteigend auf S. & S. 2043 b M.) 

a) Phenol-Kresol 1: 1 wassergesattigt; b) Butanol-Eisessig-Wasser 4: 1: 5. 
Neben den Chromatogrammen die nach der Photometrierung erhaltenen Extink- 
tionskurven der Analysenprobe. L = Laufrichtung, A = Auftragstelle, F = L6- 

sungsmittelfront. 


Die Trennung der Basen gelingt aufsteigend auf dem Papier 2043 bM 
mit Phenol-Kresol 1: 1 wassergesattigt in einer Ammoniakatmosphare 
(Abb. 5). 

Das Entwickeln der Chromatogramme bei einer konstanten Raum- 
temperatur von 25° erfordert etwa 70 Stunden. AnschlieBend werden die 
Streifen bei 35° im Luftstrom getrocknet. 

4. Anfirbung der Chromatogramme und photometrische 
Auswertung: Die Anfirbung der Chromatogramme erfolgt mit dem 
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von Briiggemann und Drepper*® angegebenen Ninhydrinsprihrei. J dem 
gens (90 Tle. Butanol, 10 Tle. Phenol, 1 g Ninhydrin). Die in waaz. J "4 
rechter Lage aufgehiingten Chromatogramme werden von beiden Seiten 
gut bespritht, so daB die Flachen glinzend erscheinen. Nach Antrocknen | Mc 
an der Luft werden sie dann fiir 3 Min. in ein geschiossenes Dampfbad § per 
von 100° gebracht und nachher noch bei 50° im Trockenschrank nach- ein 
getrocknet. Da die Ninhydrinfarbung nur kurze Zeit an der Luft haltbar 
ein 
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ist, muf die Auswertung anschlieBend innerhalb héchstens einiger 
Stunden vorgenommen werden*. Dazu werden die Chromatogramme in ; 
4 cm breite Streifen lings der Laufrichtung zerschnitten und nach voll- #6 
staindiger Durchtrankung mit Transparenzél!> im Vak. zwischen zwei be 
Glasplatten eingebettet und bei einer Wellenlinge von 546 my photo- sa 
metriert. ne 
Da die gelbe Anfarbung von Prolin mit Ninhydrin photometrisch schlecht 0 
auszuwerten ist, ist es notig, in einem Parallelversuch die Farbung des Prolins mit ” 
* Dieser Nachteil kann vermieden werden durch Uberfiihrung in den stabi- hh 
leren Ninhydrin-Kupferkomplex®. Die auf diese Weise erhaltenen Farbungen werden = 
zweckmaBigerweise bei einer Wellenlinge von 510 my, entsprechend dem Extink- 
tionsmaximum des gebildeten Kupferkomplexes, auf Papier gemessen. Auch unter 
diesen Bedingungen werden, wie wir festgestellt haben, lineare Eichkurven erhalten. 
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dem Isatinreagens nach GraBmann und v. Arnim!"*, modifiziert nach Acher 
und Fromageot!b, vorzunehmen. 


Die Bestimmung des Oxyprolins erfolgt z. B. nach der Methode von 
McFarlane und Guest!*, wobei Oxyprolin in Loésung mit Natrium- 
peroxyd oxydiert wird; das Reaktionsprodukt gibt dann mit Isatin 
einen roten Farbstoff, dessen Intensitaét kolorimetrisch bestimmt wird. 

Selbstverstandlich muB auch die Bestimmung des Tryptophans in 
einem besonderen Ansatz vorgenommen werden. Sie kann durch Mes- 
sung der UV-Absorption!’ oder aber nach einem von Winkler! ange- 
gebenen modifizierten Verfahren nach Adamkiewicz-Hopkins (Gly- 
oxylsiurereaktion) erfolgen. 

5. Berechnung: Die nach dem Auswerten der Chromatogramme 
erhaltenen Flaichenwerte der einzelnen Aminosauren (fiir genaue Be- 
stimmungen geniigt der Mittelwert aus vier angesetzten Chromatogram- 
men) werden unter Bezugnahme auf die Werte der bekannten Test- 
mischung in Mikromole umgerechnet. DieSumme der Mikromole fiir die 
Gruppe der Neutralen bzw. der Basen soll mit einer Schwankungs- 
breite von + 5% mit den nach der elektrophoretischen Gruppentren- 
nung in Lésung gemessenen Werten tibereinstimmen, denen ein héherer 
Grad der Zuverlassigkeit zukommt als den auf dem Papier ermittelten. 
Gegebenenfalls kénnen die auf dem Papier erhaltenen Werte korrigiert 
werden durch einen Faktor, der sich aus dem Verhiltnis 

Summe der Mikromole in Lésung nach der Gruppentrennung: 

Summe der Mikromole nach der chromatographischen Trennung 
ergibt. Der Wert dieses Faktor lag in unseren Versuchen zwischen 0,95 
und 1,05. Man erhialt so als Endergebnis die Menge der einzelnen Amino- 
siuren, ausgedriickt in Mikromolen pro angesetzter Probe. Die Er- 
gebnisse kénnen in tiblicher Weise in Mol pro 100 Mol Gesamtamino- 
siure (,,Mol%%‘‘) bzw. Gramm % oder °4 N von Gesamt-N umgerechnet 
werden. Bei Testanalysen mit Aminosdéuregemischen betrug die Summe 
der erfabten Menge im Durchschnitt 98—100%. 


III. Beleganalysen 


Um die Genauigkeit der Methode zu priifen, wurde zunachst eine Testmischung 
in drei getrennten Parallelversuchen aufgetrennt und analysiert. Dabei diente der 
erste Versuch als Standard, auf den die Ergebnisse der beiden weiteren Versuche 
bezogen wurden. Zur Auftrennung gelangte in jedem der Versuche 5,85 mg Amino- 
siuregemisch. Wie aus den in Tab. 3 wiedergegebenen Versuchsergebnissen zu ent- 
nehmen ist, differieren die Ergebnisse nur bei Cystin, Tyrosin und Prolin etwas 
stairker (bis zu etwa 5% vom Wert), wihrend die anderen Aminosauren mit einem 
mittleren Fehler von 2—3% des Wertes wiedergefunden wurden. 

Weiterhin wurden Aminosaureanalysen an Casein, Kollagen, Prokollagen und 
Insulin jeweils in zwei- oder dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt und die gefun- 

16 W.D. McFarlane u. G. H. Guest, Canad. J. Res. 17, 139 [1939]. 

7 K. R. Holiday, Biochem. J. 30, 1795 [1936]. 

18S. Winkler, diese Z. 228, 50 [1934]. 
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Tab. 3. Ergebnis der Aminosaurebestimmung an einer Testmischung. 
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gegeben gefunden in uMol 
Aminosaure - 
mg | “Mol 1. Best Abw.| 2. Best.|°/, Abw. Mittelw.|%/, Alw. 
Asparaginsaure 0,349 | 2,63 |] 2,62 0,4) 2,63 0,0) 2,625 -(:,2 
Glutaminsaure . 0,345 | 2,35 2,38 11,2} 2,35 0,0) 2,365} +0.6 
Glycin . 0,318 | 4,24 4,19 1,2} 4,16 —1,9} 4,175} —15 
Alanin 0,272 | 3,05 3,06 0.3) 3,05 0,0) 3,055] +01 
Cystin . 0,438 | 1,83 1,75 4,2} 1,84] +0,5] 1,795 ~2.0 
Serin. 0,324 | 3,10 |] 3,09 0,3} 3,04} —1,9] 3,065 1.1 
Threonin . 0,243 | 2,05 2,02 1,5} 2,06] +0,5} 2,040} —0.5 
Tyrosin 0,277 | 1,53 1,63 +58) 1,51} —1,3) 1,570] +2,6 
Valin 0,264 | 2,25 || 2,24 0,4] 2,23 -0,8] 2,235 -0.6 
Tryptophan . 0,308 | 1,51 1,46 3,3) 1,55] +2,6) 1,505] —0,3 
Methionin. 0,379 | 2,55 || 2,47 3,1} 2,47 -3,1} 2,470] —3,1 
Isoleucin 0,311 | 2,38 2,53 1] 2,56 || 109 2,545 || +10 
Leucin . 0,273 | 2,08 || 1,98 ~) 1,94], T?") 1,960 }f 7 
Phenylalanin 0,305 | 1,85 1,83 1,1} 1,84) —O,5) 1,835 0,8 
Prolin 0,377 | 3,27 3,12 4,5] 3,21 1,8) 3,165 -3,2 
Oxyprolin 0,300 | 2,29 2,33 +1,7| 2,31 +0,9] 2,320] +1,3 
Histidin 0,299 | 1,93 1,90 1,5) 1,91 1,0} 1,905} —1,3 
Lysin 0,212 | 1,45 1,46 +0,7| 1,46] +0,7] 1,460] +0,7 
Arginin . 0,261 | 1,50 1,49 0,7] 1,48 1,3} 1,485] +1,0 
Summe || 5,855 |43,84 || 43,55 | —0,7| 43.60 | —0,5/43,575| —0.6 
Tab. 4. Ergebnis der Aminosiurebestimmung an einem Caseinpraparat. 
i a ; iii aa Literatur- 
ica % N von Gesamt-N Mittelwert gef. wert (19) 
1. | 2. 3: YN Mol% Mol% 
Asparaginséure 4,97 4,91 5,04 4,97 7,10 6,45 
Glutaminsaure 13,16 12,61 12,70 12,82 18,33 18,32 
Glycin. 2,48 2,31 2,48 2,42 3,46 3,21 
Alanin. 3,12 2,95 3,12 3,06 4,38 4,33 
Cystin/2 . 0,32 0,33 0,38 0,34 0,48 0,35 
Serin 4,80 4,66 4,97 4,81 6,87 dgee 
Threonin 3,55 3,43 3,62 3,53 5,05 4,94 
Tyrosin 2,64 2.61 2,63 2,61 3,75 4,18 
Valin 4,94 4,80 5,03 4,92 7,03 7,38 
Tryptophan 0,98 0,82 0,92 0,90 0,65 0,71 
Methionin 1,84 1,71 1,70 1,76 2,50 2,26 
Isoleucin . 3,80 4,05 3,92* 5,64 
Leucin. . . — | an 5,95 6,03" | 8.64 _ 
Phenylalanin . 2,38 2,38 2,52 2,43 3,47 3,65 
Prolin . 7,50 7,80 7,80 7,70 11,00 11,08 
Histidin . 5,05 5,00 4,90 4,98 2,37 2,40 
Lysin 9,19 9,75 9,85 9,60 6,85 6,74 
Arginin 5,88 6,62 7,80 6,77 2,43 2,73 
Summe || 82,86 82,60 85,46 || 83,57 | 100,00 || 100,00 


* Mittel aus Vers. 2 u. 3. 
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denen Ergebnisse den besten Werten der Literatur gegeniibergestellt. Die Werte 
sind in Stickstoffprozent, bezogen auf den Gesamtstickstoff der verwendeten Pro- 
teine, angegeben. Die erhaltenen Mittelwerte wurden weiterhin auf Mole Amino- 
siuren in 100 Mol Gesamtaminosauren (,,Mol %‘‘) umgerechnet. 


Casein: Verwendet wurde ein Casein-Praparat (13,5% N-Gehalt), das zu- 
gleich fiir die Gemeinschaftsversuche der Arbeitsgemeinschaft ,,EiweiBqualitat*‘ 
(Bundesanstalt Qualitatsforschung pflanzlicher Erzeugnisse, Geisenheim, Direktor 
Prof. W. Schuphan) diente. Die in Tab. 4 wiedergegebenen Parallelbestimmungen 
stimmen untereinander ausnahmslos sehr gut iiberein. Auch die Ubereinstimmung 
mit den Werten von W. G. Gordon und Mitarbeitern’® ist fast durchweg eine voll- 
kommene. Der von uns etwas héher gefundene Asparaginsauregehalt und der etwas 
niedrigere Gehalt an Tyrosin dirfte im Hinblick auf die Ubereinstimmung unserer 
Parallelbestimmungen fiir das von uns analysierte (nicht besonders gereinigte) 
Praparat gesichert sein. 

Kollagen: Verwendet wurde ein Kollagen aus dem Mittelspalt (Corium) der 
Rinderhaut, das nach GraBmann, Janicki und Schneider” zur Entfernung der 
Begleitproteine aufeinanderfolgend mit 0,l-proz. Trypsinlésung, kaltgesattigter 
Calciumhydroxydlésung, essigsiurehaltigem Wasser und dest. Wasser behandelt 
und schlieBlich mit Alkohol-Ather getrocknet worden war (N-Gehalt nach Trock- 
nung im Hochvakuum bei 40° bis Gewichtskonstanz: 16,15%). Das Ergebnis der 
durchgefiihrten Parallelbestimmungen differiert bei allen Aminoséuren nur sehr 
wenig, und die erhaltenen Mittelwerte stimmen fast durchwegs mit den Ergebnissen 
von Bowes und Kenten*! sowie von Tristram” (Tab. 5) gut iiberein. Deutlich 
héher sind unsere Werte fiir Serin, Alanin und Prolin, etwas niedriger diejenigen 
fiir Glykokoll und Oxyprolin. Auch die von uns gefundenen Zahlen stimmen mit 
friiheren hypothetischen Betrachtungen?**4 gut iiberein, wonach Glykokoll 1/5, 
Prolin und Oxyprolin 1/,, Glutaminséure und Asparaginsiéure zusammen 1/, und 
Arginin + Histidin + Lysin 1/,. der insgesamt vorhandenen Aminosauren aus- 
machen sollen. Auf keinen Fall sind sie jedoch mit der vielen neueren Modellvor- 

stellungen®®.2* zugrunde gelegten Annahme* vereinbar, daB Prolin und Oxyprolin 
zusammen gleichfalls insgesamt 1/, der Aminosiéuren ausmachen sollen, ein Um- 
stand, auf den auch schon von anderer Seite hingewiesen wurde?’. 


19 W. G. Gordon, W. F. Semmett, R.S. Cable u. M. Morris, J. Amer. 
chem. Soc. 71, 3293 [1949]; W. G. Gordon, W. F. Semmett u. M. Bender, 
J. Amer. chem. Soc. 72, 4282 [1950]. 

20 W. GraBmann, J. Janicki u. F. Schneider, Stiasny-Festschr., Darm- 
stadt 1937, S. 74. 

21 J. H. Bowes u. R. H. Kenten, Biochem. J. 43, 358, 365 [1948]; 45, 281 
[1949]. 

22 G. R. Tristram, Advances in Protein Chem. 5, 143 [1949]; vgl. dazu auch 
R. E. Neumann, Arch. Biochemistry 24, 289 [1949]. 

23 W. GraBmann u. J. Trupke, Handb. Gerbereichem. u. Lederfabr. (Berg- 
mann-Gra8mann) 1/1, 359 [1944]; ,, EiweiBstoffe* in Physiol. Chem. Bd.I, herausg. 
von B. Flaschentrager, Springer Verlag Berlin, Géttingen, Heidelberg 1952, u. 
zwar 8. 725; F. Schneider, Collegium [Darmstadt] 1940, 97; Vortrag Frankfurt 
1948 (Angew. Chem. 61, 259 [1949]). 

*4 M. Bergmann, J. biol. Chemistry 110, 471 [1935]; M. Bergmann u. 
C. Niemann, ebenda 115, 77 [1936]. 

2 L. Pauling u. R. B. Corey, Proc. nat. Acad. Sci. USA 87, 272 [1951]. 

26 G.N. Ramachandran u. G. Kartha, Nature [London] 174, 269 [1954]. 

27 W. A. Schroeder, L. M. Kay, I. le Gette, L. Honnen u. F.C. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 3556 [1954]; vgl. dazu auch W. GraBmann, Vortrag bei 
der Ciba-Foundation am 1. 12. 52 in London, Ciba Foundation Symposium, Verlag 
J.u. A. Churchill Ltd., London 1953, 8.197; K. H. Gustavson, Acta chem. scand. 
8, 1298, 1299 [1954]. 
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Tab. 5. Ergebnis der Aminosaéurebestimmung am Hautkollagen. 





























ry % N von Gesamt-N Mittelwert gef. ||Literaturwerte Mol®%, 
Aminosaure = 
1. 2. ON Mol% (21) (22) 
Asparaginsaure 3,23 3,24 3,24 4,20 4,3 4,4 
Glutaminsaure 5,51 5,49 5,50 7,14 7,1 7,2 
Glycin. . . .|| 25,18 24,89 25,04 32,51 33,2 33,8 
Alanin:.)).o6%2 8,43 8,39 8,41 10,92 9,8 9,9 
Sern «). oom 3,02 3,09 3,06 3,97 2,8 3,0 
Threonin. . . 1,19 1,16 1,18 1,52 1,8 1,8 
Poromin «14 0,42 0,39 0,41 0,52 0,7 0,5 
Wal . ss = 1,67 1,66 1,67 2,16 2,7 2,7 
Methionin . . 0,32 0,39 0,36 0,46 0,5 0,5 
Isoleucin. . . 0,89 0,98 0,94 1,22 } 39 \ 40 
Levan... 1,89 1,86 1,87 2,43 4 m 
Phenylalanin . 1,40 1,30 1,35 1,76 2,3 1,4 
Prolin . . . «| .10,05 10,45 10,25 13,31 12,1 12,2 
Oxyprolin .. 7,05 7,11 7,08 9,19 - 10,0 10,0 
Histidin ... 1,52 1,48 1,50 0,65 0,5 0,5 
ae oe 4,51 4,47 4,49 2,92 2,8 2,9 
Arginin .. .|| 15,99 15,55 15,77 5,12 4,7 4,6 
Oxylysin. .. — -- — — 0,8 0,6 














Summe || 92,27 | 91,90 || 92,12 | 100,00 || 100,0 | 100,0 


Prokollagen: Verwendet wurde ein nachOrechowits ch und Mitarbeitern®* 
aus Rinderhaut hergestelltes und in Form von nadelférmigen Faserchen abgeschie- 
denes Prokollagen, das entspr. der Vorschrift der russischen Autoren zweimal ,,um- 
kristallisiert‘‘ worden war (N-Gehalt nach Trocknung im Hochvak. bis Gewichts- 
konstanz 17,00%). (Vgl. dazu I. c.2°). Die gefundenen Werte (Tab. 5), die auf durch- 
weg sehr gut tibereinstimmenden Doppelbestimmungen beruhen, weichen von den 
am Kollagen erhaltenen Zahlen (Tab. 4) nur in wenigen Punkten ab. Der Gehalt an 
Glykokoll, Prolin und Oxyprolin wird von uns im Prokollagen niedriger, derjenige 
an den beiden Leucinen, in geringerem MaBe auch der an Lysin, Valin und Threonin, 
hodher gefunden als bei Kollagen. Dieses Ergebnis stimmt nur teilweise mit den Be- 
funden von Bowes, Elliot und Moss* iiberein. Beim Vergleich unserer Werte mit 
denjenigen der englischen Autoren sind vor allem die Unterschiede beim Glykokoll 
hervorzuheben, das von Bowes und Mitarbeitern fiir ein Kollagenmaterial auf- 
fallig hoch, in unserem Versuch relativ niedrig gefunden wird, ferner die Differenzen 
bei den Leucinen, die wir nicht unerheblich héher finden. Der Tyrosingehalt wird 
von uns fiir Kollagen und Prokollagen iibereinstimmend gefunden, wahrend Bowes, 
Elliot und Moss den besonders niedrigen Tyrosingehalt des Prokollagens hervor- 
heben. Wieweit diese wenigen und im ganzen nicht sehr erheblichen Unterschiede 
auf Differenzen der analytischen Methode oder auf eine Verschiedenheit des unter- 
suchten Materials zuriickzufiihren sind, mu8 zunachst dahingestellt bleiben. 





28 V.N. Orechowitsch, A. A. Tustanowski, K. D. Orechowitsch und 
N. J. Plotnikowes, Biochemie (UdSSR) 18, 55 [1948]; V. N. Orechowitsch, 
Communications au deuxiéme Congrés International de Biochemie Paris 1952, 
S. 80 u. 106. 

2° W. GraBmann, H. Endres u. A. Steber, Z. Naturforsch. 9b, 513 [1954]. 

80 J. H. Bowes, R.G. Elliot u. J. A. Moss, in J. T. Randall, Nature and 
Structure of Collagen, 8. 199; Colloid and Biophysics Commitee of the Faraday 
Society at King’s College, London 1953. 
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Tab. 6. Ergebnis der Aminoséurebestimmung am Prokollagen. 






































aes % N von Gesamt-N Mittelwert gef. Literaturwert (30) 
Aminosaure 
a | $, %N | Mol% Mol%, 

Asparaginsaure Ae 3,58 3,67 4,52 4,5 
Glutaminsaure 5,89 5,83 5,86 7,23 7,4 
Glycin . 25,10 25,11 25,11 31,11 35,1 
Alanin . . F 9,09 9,11 9,10 11,28 12,0 
Serr os 8 3,15 3,24 3,20 3,96 3,9 
Threonin . . . 1,46 1,54 1,50 1,86 137 
DSPORIB wc «hi 0,45 0,48 0,47 0,57 0,3 
WANG 5 6. oa 2,15 2,07 2,10 2,61 2.2 
Methionin. . . 0,42 0,41 0,42 0,51 0,6 
Isoleucin . . . 1,56 1,57 1,57 1,94 1,0 
Dene: 26.5: < 2,72 2,70 2,71 3,35 2,4 
Phenylalanin . 1,32 1,29 1,31 1,62 (IS? 
Prot: «<4 9,79 10,20 10,00 12,38 10,1 
Oxyprolin. . . 6,30 6,40 6,35 7,86 9,6 
Histidin .. . 1,35 1,41 1,38 0,57 0,3 
igen. . 1 5,36 5,46 5,41 3,35 2,5 
Argam.; 2. . 3 16,98 17,07 17,02 5,28 4,6 
Oxylysin . . . — - _ — 0,5 

Summe || 96,86 | 97,47 97,18 | 100,00 100,0 


Tab. 7. Ergebnis der Aminosdiurebestimmung am Insulin. 

















ae % N von Gesamt-N Mittelwert gef. ||Literaturwerte Mol% 
Aminosaure 
ee %N | Mol% (31) | (32) 
Asparaginsaure 4,82 4,82 4,82 5,95 6,00 5,90 
Glutaminsaure 12,10 12,38 12,24 15,13 14,85 13,70 
Glycin. ... 5,83 5,68 5,76 7,10 6,75 7,80 
Alanin .... 3. 4,50 4,58 4,54 5,60 5,95 5,90 
Cystin/2 ... 9,22 9,87 9,55 11,80 12,25 11,80 
So ee ae 4,90 4,91 4,91 6,05 5,90 5,90 
Threonin. . . 1,94 1,50 1,72 2,12 2,05 1,95 
Tyrosin’§. .: 6,40 5,88 6,14 7,57 8,15 7,80 
Valin: aici « 6,51 6,65 6,58 8,13 7,80 9,80 
Isoleucin. . . 1,86 1,85 1,85 2,37 2,50 1,95 
iegom). 0.6. 9,48 9,50 9,49 11,65 11,90 11,80 
Phenylalanin . 4,62 4,70 4,66 5,75 5,85 5,90 
Peomnts 1's 3 2,07 2,67 2,07 2,55 || 2,05—2,95 1,95 
Histidin . . .}} 10,58 9,60 10,09 4,18 3,95 3,95 
yen 3,16 3,32 3,24 2,00 2,00 1,95 
Arginin. . . . 6,48 6,81 6,65 2,05 2,05 1,95 


























Summe | 94,47 94,12 || 94,31 | 100,00 || 100,00 | 100,00 


Insulin: Zu den Versuchen der Tab, 7 dienten zwei je dreimal umkristalli- 
sierte Praparate von Rinderinsulin, fiir deren Uberlassung wir den Farbwerken 
Hoechst zu danken haben. Die erhaltenen Werte sind in den Tabellen einerseits 

10" 
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den in der Methodik nach Moore und Stein! erhaltenen Werten von Tristram*! 
gegeniibergestellt, andererseits denjenigen, die sich auf Grund der Sangerschen 
Forme!]* errechnen. Im Vergleich zur Sangerschen Formulierung, mit der unsere 
Ergebnisse im allgemeinen gut iibereinstimmen, fallt lediglich der von uns gefun- 
dene héhere Gehalt an Glutaminsaure sowie der erheblich niedrigere Wert fiir Valin 
auf. In beiden Punkten besteht iibrigens eine weitgehende Ubereinstimmung un- 
serer Ergebnisse mit denjenigen von Tristram*. 


Zusammenfassung 


Das Gemisch der Aminosauren wird durch kontinuierliche Elektro- 
phorese bei pu 3,9 in 4 bzw. 5 Anteile, nimlich basische Aminosiuren, 
neutrale Aminoséuren, Glutaminsiéure, Asparaginsiure und gegebenen- 
falls Cysteinséure zerlegt. Eine anschlieBende Elektrophorese der neu- 
tralen Aminosauren bei pu 2,3 ermdglicht die quantitative Abtrennung 
von Glykokoll und Alanin von den iibrigen. 

Die Auftrennung der neutralen Aminosiuren und der basischen 
Aminosauren erfolgt durch eindimensionale Papierchromatographie, die 
quantitative Auswertung der Chromatogramme nach Anfarben mit Nin- 
hydrin durch direktes Photometrieren des transparent gemachten 
Streifens. Der mittlere Fehler der Methode betrigt etwa 3% vom Wert. 

Beleganalysen mit Testmischungen aus Aminosaéuren sowie mit 
Hydrolysaten von Casein, Kollagen, Prokollagen und Insulin werden 
mitgeteilt. 


Summary 


The mixture of amino acids is separated by means of continuous 
electrophoresis at px 3.9 into 4 or 5 fractions, consisting of basic amino 
acids, neutral amino acids, glutamic acid, aspartic acid and in certain 
cases, cysteic acid. Subsequent electrophoresis of the neutral amino acids 
at py 2.3 enables the glycine and alanine to be separated quantitatively 
from the rest. 

Separation of the neutral and basic amino acids is achieved by 
means of one-dimensional paper chromatography while the quantitative 
evaluation of the chromatograms is effected after staining with ninhydrin 
by means of direct photometric analysis of the strips which have been 
rendered transparent. The average error of the method is approxima- 
tely 3%. 

Results of confirmatory analyses of control mixtures of amino acids 
as well as of hydrolysates of casein, collagen, procollagen and insulin, 
are given. 


31 G. R. Tristram, Advances Protein Chem. 5, 130 [1949]. 
82 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463, 481 [1951]; F. Sanger u. 
E. O. P. Thompson, ebenda 538, 353 [1953]. 
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Uber die Reaktionsfahigkeit pflanzlicher Hamagglutinine 
mit wasserléslichen Blutgruppenmucoiden 
und einfacher gebauten Kohlenhydratmolekilen 


Von 


Martin Kriipe 


Aus dem Hygiene-Institut der Universitat Marburg (Lahn) 
(Direktor: Prof. Dr. K. Herzberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, Dezember 1954) 


W.M. Watkins und W.T.J. Morgan! hatten im Jahre 1952 
erstmalig mitgeteilt, daB Normal-Haimagglutinine tierischer Herkunft 
(Anti-H-Agglutinine in Aalserum) nicht nur mit Blutgruppenpoly- 
sacchariden im Agglutinationshemmungstest zu reagieren verm6gen, 
sondern auch mit einfachen Zuckermolekiilen aus diesen Mucoiden. 
1953 fiihrten dieselben Autoren? ahnliche Versuche mit einigen der 
bis dahin bekannten Phytagglutinine von Anti-H-, Anti-A- und 
Anti-B-Charakter? durch und fanden dabei sehr bemerkenswerte 
serologische Affinitéten dieser pflanzlichen EiweiBstoffe zu einfach 
gebauten Kohlenhydraten auf. Insbesondere zeigten die Anti-H-Phytag- 
glutinine aus Lotus tetragonolobus gegeniiber L-Fucose (nicht D-Fucose) 
bzw. «-und /-Methyl-L-fucopyranosid und 2-Desoxy-L-fucose ein ahn- 
liches Verhalten wie die Anti-H-Agglutinine aus Aalserum, wahrend 
diejenigen aus Laburnum alpinum und Cytisus sessilifolius gegeniiber 
dieser Pentose sowie allen iibrigen gepriiften niedrigmolekularen Sub- 
stanzen inaktiv waren. Weiterhin erwiesen sich die Anti-A-Agglutinine 
aus Vicia cracca und weniger auch die aus Lima beans und ebenso die 
Anti-B (+ Anti-A)-Agglutinine aus Sophora japonica als stark aktiv 
gegentiber N-Acetyl-D-galaktosamin und inaktiv gegeniiber Acetyl-D- 
glucosamin. 

Wir haben diese Ergebnisse nachgepriift und auf eine grdBere 
Anzahl der bereits bekannten und inzwischen neu gefundenen Phyt- 
himagglutinine ausgedehnt, wobei wir auch solche einbezogen haben, 
die schon seit vielen Jahren als sog. ,,unspezifische* pflanzliche Agglu- 
tinine bekannt sind, wie z. B. Pisum sativum, Ricinus communis, Datura 
Stramonui und Phaseolus vulgaris sowie das neuerlich gefundene pflanz- 
liche Anti-N¢. 


* W.M. Watkins u. W. T. J. Morgan, Nature [London] 169, 825 [1952]. 

2 W. T. J. Morgan u. W. M. Watkins, Brit. J. exp. Pathol. 34, 94 [1953]. 

3H. Schmidt, ,,Fortschritte der Serologie 2. Aufl. Lfrg. 13, S. 802—804, 
Verlag Steinkopff, Darmstadt 1953. 

4 F. Ottensooser u. K. Silberschmidt, Nature [London] 172, 914 [1953]. 
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Quantitative Hamagglutinations-Hemmungsteste der Phytagglutinine mit 
und Blutgruppensubstanz 












































Anti-H Anti-A 
< s 
é & 5 5 S| 
35 | Ze Eis] al 
Ss = | &# : 5 Ss 
p-Glucose. . . .. . . (1:50) 
Menctose . . .. « . « (1250) 400 | 
D-Galaktose+ . . . . . (1: 50) 
L-Galaktose. . . .. . (1: 50) 800 
p-Mannose ..... . (1: 50) 50 50 
Sorpose. ...... « {12%0) ' 
L-Arabinose. ..... (1: 50) 
p-Arabinose. . . . . . (1: 50) 100} 400 
PGADRO cs 54. «s+ « AA) 
t-Rhamnose. . . . . . (1: 50) 
D-RMDOAD 6 sss RD) 
L-Mucoset. . . .. . . (1:60) 25600 | 12800 
p-Digitoxose ... . . (1: 50) 100 
Lactose. ..... . .-(1: 50) 100 100 
Saccharose .... . . (1:50) 
Malbose. 2) 30. 3). 2 ASO) 
oe . (1: 50) 800 100 
Acetyl-p- galaktosamin* . (1: 500) 1000 | 4000 
Acetyl-glucosamint . . (1: 50) 
Mannit... .'. . ..41s%0) 
ee 6S Se es oe) 
BONNE Gi og uo wos a EO) 
Inosit. . . . (1: 50) | 
Blutgruppensubstanz . snes 1024} 128 4 64 64| 256 
+ 0-Blutzellen | +A,-Blutz. | 


Anmerkung: Wenn in den Feldern keine Zahlen angegeben sind, war mit 
den vorn angegebenen Ausgangskonzentrationen der Priiflésungen kein Hemm- 
effekt beobachtet worden. 

Die Praparate: L-Fucose, p-Digitoxose, Acetyl-glucosamin habe ich von 
Herrn Prof. Dr. O. Westphal, Dr. A. Wander-Forschungsinstitut Sackingen, er- 
halten. L-Galaktose, Acetyl-p-galaktosamin und p-Arabinose sind von der Firma 
Serva-Entwicklungslabor von Grothe u. Co., Heidelberg. 

Die mit + versehenen Kohlenhydrate sind Bausteine des Polysaccharid- 
anteils der Blutgruppenmucoide des ABO-Le*-Systems. 


Technik des Hamagglutinations-Hemmungsversuchs 


Zu je 0,1 ccm der in einer Réhrchenreihe mit dem Faktor 2 geometrisch ver- 
diinnten Priiflosung werden je 0,1 ccm der 4fachen Endtiterdosis der Agglutinin- 
lésungen zugegeben; nach einer 30 Min. bei Zimmertemperatur dauernden Ein- 
wirkungszeit wird in jedes Réhrchen 0,1 ccm der fiir die einzelnen Agglutinine 
spezifischen Testblutzellen in 2-proz. Suspension eingefiillt und anschlieBend 
zentrifugiert. Der Grad der Hemmwirkung auf die Agglutination wird dann unter 
Aufschiitteln des Blutzellensediments abgelesen, wobei diejenige Konzentration der 
Priiflésung — bezogen auf Festsubstanz —, bis zu der die Agglutination ausge- 
blieben ist, als MaBzahl fiir die Wirksamkeit dieser Substanz angesehen wird. Man 
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Monosacchariden, Disacchariden, Glucosiden, Glucosaminen, Hexiten, Cyclohexan 
(gelést in 0,85-proz. NaCl) 
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kann selbstverstindlich auch diese Angaben in molaren Konzentrationen aus- 


driicken. 

Ubrigens war bei unseren Versuchen sowohl die Bindungszeit als auch die 
Reihenfolge der Einfiillungen ohne Wirkung auf das Hemmungsergebnis. Sogar bei 
schon eingetretener Agglutination der Blutzellen durch die Phytagglutinine ver- 
ursachte die nachtraigliche Zugabe der wirksamen Hemmsubstanzlésungen eine 
Wiederlésung der Agglutinate, die fast genau so weit reichte wie die Agglutinations- 
hemmung bei der iiblichen Versuchsanordnung. 


In der Ubersichtstabelle méchten wir kurz zusammengefaBt unsere 
Befunde mitteilen, die wir sowohl mit wiBrigen Rohextrakten aus dem 
Pflanzenmaterial als auch mit den daraus gereinigten Priparaten er- 
halten haben. 


Bei den Anti-H-Reagenzien aus Laburn. alpin. und Lotus tetragon. benutzten 
wir die bei 50—60-proz. Sattigung mit Ammoniumsulfat erhaltenen Globuline. Bei 
dem Anti-A-Agglutinin aus Vicia cracca haben wir ein hochwirksames Praparat 
benutzt, das wir uns nach dem von R. Koulumies® angegebenen Reinigungs- 
verfahren selber hergestellt hatten. 1 mg dieses Vicia-cracca-Agglutininpraparates, 


5 R. Koulumies, Ann. Med. exp. Biol. fenn. 28, 160 [1950]. 
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gelést in 10 cem 0,85-proz. Kochsalzlésung, reagierte noch bis zu einer 200fachen 
Verdiinnung mit menschlichen A,-Blutzellen. 

Die Befunde der englischen Autoren konnten wir bestatigen und 
erweitern. Es soll an dieser Stelle nicht eingehend iiber die Ergebnisse 
diskutiert werden, da hieriiber spater in einem gréBeren Zusammenhang 
andernorts berichtet wird. 


Unter den von uns gepriiften 24 Substanzen (s. linker Teil der Ta- 
belle!) sind D-Galaktose, L-Fucose, Acetyl-glucosamin und Acetyl-D- 
galaktosamin Bausteine der Polysaccharidmolekiile der Blutgruppen- 
mucoide des ABO-Le*-Systems’. 


Aus der Ubersicht geht hervor, daB sich die verschiedenen blut- 
gruppenunterscheidenden Agglutinine in ihrer Reaktionsfahigkeit gegen- 
iiber bestimmten Oligosacchariden untereinander gruppenweise ahnlich 
verhalten. Bemerkenswert dabei ist, da die den Hexosen D-Galaktose 
und D-Mannose entsprechenden Hexite Dulcit und Mannit ganzlich un- 
wirksam sind, obwohl die Zucker aktiv sind. Die Anti-B (+ Anti-A)- 
Agglutinine aus Sophora japon. und Coronilla varia reagieren mit D-Ga- 
laktose und nicht mit L-Galaktose sowie mit L-Arabinose und nicht mit 
D-Arabinose. Dasselbe Verhalten zeigen auch die nur Kaninchenblut- 
zellen agglutinierenden Agglutinine aus Soja hispida und Sarothamnus 
scoparius sowie die ,,unspezifisch*‘ reagierenden Ricinus-communis-Ag- 
glutinine. Dagegen wird das Anti-H-Phytagglutinin aus Lotus tetragon. 
durch L-Galaktose und nicht durch D-Galaktose und ebenso durch 
D-Arabinose und nicht durch L-Arabinose gehemmt. Die Reagenzien 
aus Soja hispida und Sarothamnus scopar. unterscheiden sich aber 
wiederum von demjenigen aus Ricinus comm. insofern, als erstere auch 
noch durch die B-Blutgruppensubstanz (nicht A) gehemmt werden, was 
bei letzterem so gut wie gar nicht der Fall ist. Eigenartig ist, daB die 
Kartoffel-Agglutinine (Solanum tuberosum) durch das Blutgruppenpoly- 
saccharid gehemmt werden, ohne mit niedrigmolekularen Kohlenhy- 
draten zu reagieren. Die ebenfalls ,,unspezifisch‘‘ reagierenden Phytag- 
glutinine aus Datura Stramonii und Phaseolus vulgaris werden da- 
gegen weder durch Blutgruppensubstanzen noch durch Oligosaccharide 
beeinfluBt. Die Anti-A-Phythamagglutinine aus Vicia cracca und Lima 
beans reagieren auBer mit dem Blutgruppenmucoid A. nur noch mit 
Acetyl-D-galaktosamin, aber nicht mit Acetyl-glucosamin, wie es bereits 
W.T.J.Morgan und Mitarbb. festgestellt hatten. Das Anti-B (+ Anti-A)- 
Agglutinin aus Sophora japon. und Coronilla varia reagiert u. a. auch 
kraftig mit dem Acetyl-D-galaktosamin und eigentiimlicherweise auch 
das Evonymus-Agglutinin’, obwohl es mit A,-Blutzellen so gut wie gar 
nicht reagiert, sondern nur mit B, AB, 0 und A,. Der Pilzextrakt aus 
Marasmius oreades® ist diesem Hexosamin gegeniiber aber ginzlich in- 
aktiv. 





®° W. T. J. Morgan, Proc. Roy. Soc. Med. 46, 783 [1953]. 
* G. Schmidt, Z. Immunitatsforsch. 111 [1954], im Druck. 
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Bei den Anti-H-Reagenzien lassen sich beziiglich der Affinitaét zu 
einfachen Kohlenhydraten zwei verschiedene Reaktionstypen unter- 
scheiden: 

1. Aalserum und Lotus tetragonolobus werden u. a. durch L-Fucose 

gehemmt, 

2. Rinderserum, Laburn. alpin., Cytis. sessilif. und Ulex europaeus 
werden durch Salicin — wenn auch nur gering — gehemmt (die 
beiden letzteren Agglutinine sind in der Tabelle nicht mit auf- 
gefihrt). 


Pisum sativum, welches mit vielen Oligosacchariden reagiert, wird 
durch Blutgruppensubstanz tiberhaupt nicht beeinfluBt. 

Das Anti-N-Phytagglutinin aus Vicia graminea wird weder durch 
niedrigmolekulare noch durch die Blutgruppenpolysaccharide gehemmt. 

Es sei noch bemerkt, da8 wir an in serologischem Sinne reinen Blutgruppen- 
substanzen nur die H-Substanz (als Speichel von Ausscheidern oder als isolierte 
Praparate von Mensch und Schwein) in Handen hatten. Die uns zur Verfiigung 
gestellten A-Substanzen von Mensch und Schwein, welche wir ebenso wie die 
genannten H-Reinsubstanzen von Herrn Prof. Dr. W. T. J. Morgan, Lister-Institut 
London, freundlicherweise erhalten hatten, enthielten daneben noch mehr oder 
weniger Beimengungen von H-Substanz. Dasselbe war auch bei der von Herrn Prof. 
Dr. O. Westphal, Dr. A. Wander-Forschungsinstitut Saickingen, erhaltenen B- 
Substanz der Fall und ebenso bei den Speichelproben von Ausscheidern samtlicher 
Blutgruppenphanotypen. Die in der Tabelle angegebenen Werte fiir ,,Blut- 
gruppensubstanz‘‘ haben wir mit dem als Gemisch aus tierischen A-, B- und H- 
Mucoiden kauflichen Handelspraparat der Firma Sharp & Dohme, Philadelphia, 
U.S. A., erhalten. 

Eine weiterreichende Ausdeutung unserer Befunde im Hinblick auf 
die Definition der serologischen Spezifitat bei den chemisch-analytisch 
kaum unterscheidbaren Blutgruppenmucoiden erlauben die bisher immer 
noch mangelhaften Kenntnisse tiber die Natur der Phytagglvtinine so- 
wohl als auch diejenigen iiber die immunisatorischen Eigenschaften von 
Einzelkohlenhydraten® aus dem Makromolekiil der Blutgruppensub- 
stanzen z. Zt. noch nicht. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft durchgefiihrt. Herrn J.Schallmeyer sowie Fraulein 
Christa Pfeiffer und Fraulein Anna Gorner sei an dieser Stelle fiir ihre wert- 
volle Mitarbeit gedankt. 


Zusammenfassung 


An Hand einer Ubersichtstabelle wird iiber quantitative Aggluti- 
nations-Hemmungsversuche mit Blutgruppensubstanzen und 23 niedrig- 
molekularen Kohlenhydraten gegeniiber Normal-Hamagglutininen pflanz- 
licher und z. T. auch tierischer Herkunft berichtet. Die sich serologisch 
verschieden verhaltenden Himagglutinine zeigen auch gruppenweise 
ein unterschiedliches Verhalten zu gewissen niedrigmolekularen Kohlen- 


8 J. Elo u. E. Estola, Ann. Med. exp. Biol. fenn. 30, 165 [1952]. 
® O. Westphal u. H.Schmidt, Liebigs Ann. Chem. 575, 84 [1952]. 
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hydraten auf. Die ,,unspezifischen‘‘ Phytagglutinine verhalten sich da- 
gegen hierin ginzlich unterschiedlich, D- und L-Galaktose sowie L- und 
D-Arabinose k6énnen als serologisch different erkannt werden. Einige 
Phytagglutinine reagieren ahnlich wie Aalserum stark mit L-Fucose 
(nicht D-Fucose), andere wiederum stark mit Acetyl-D-galaktosamin 
(nicht mit Acetyl-glucosamin) und andere — wenn auch schwicher — 
mit D-Galaktose und wieder andere mit L-Galaktose und D-Arabinose. 
Bemerkenswert ist, daB unter den reagierenden Zuckern sich die Bau- 
steine des Polysaccharidanteils der Blutgruppenmucoide befinden. 


Summary 


Results are given in tabular form of quantitative investigations of 
the inhibition of agglutination with blood group substances and 23 low 
molecular-weight carbohydrates with reference to normal haemagglu- 
tinins of plant, and in some cases animal, origin. The haemagglutinins 
which differ among themselves with respect to their serological beha- 
viour also exhibit a group variation in their behaviour towards certain 
carbohydrates of low molecular weight. The ,,non-specific‘‘ phytagglu- 
tinins on the other hand show a completely random variation among 
themselves in this respect. D- and L-galactose and L- and D-arabinose 
are found to be distinct in their serological behaviour. Some phytagglu- 
tinins, similarly to eel serum, react strongly with L-fucose (not with 
D-fucose), others react strongly with acetyl-D-galactosamine (not with 
acetylglucosamine) while others react, although more weakly, with 
D-galactose and others with L-galactose and D-arabinose. It is note- 
worthy that the components of the polysaccharide fraction of the blood 
group mucoids are found amongst the reactive sugars. 
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Uber die Wirkung von Squalen 
auf die Férderung der Laktation von Ratten 
bei Fiitterung mit gereinigter squalenfreier Nahrung 


Von 


M. S. El Ridi, W. M. Azouz und A. Abdel Hay 
Biochemistry Department, Kasr El Aini Faculty of Medicine, Cairo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1954) 


Arbeiten aus unserem Laboratorium haben gezeigt, daB Ratten, die 
auf einer synthetischen, aber nach unserem bisherigen Wissen vollstin- 
digen Diaét gehalten worden waren, nicht mehr laktieren konnten. Wird 
der 6lige Extrakt von Foenum-graecum-Samen oder von Hefe zugelegt, 
so bessert sich die Stillfahigkeit betrachtlich. Der Zusatz selbst groBer 
Mengen der fett- und wasserléslichen Vitamine war ohne EinfluB, jedoch 
das Foenum-graecum-Ol enthielt den gesuchten Wirkstoff. Er war an- 
gereichert im Unverseifbaren des Ols enthalten!. In einer friiheren Mit- 
teilung? beschrieben wir die Darstellung eines aktiven Konzentrats. Es 
lie8 Phenol-Reaktionen vermissen und enthielt groBe Mengen Squalen, 
das als Hexachlorid vom Schmp. und Misch-Schmp. 144—145° isoliert 
wurde und auf C,)H,,Cl, stimmende Analysenwerte gab. 

Unsere Versuche wurden daher nach der Richtung fortgesetzt, 
Squalen als den Wirkstoff bei der gereinigten Diait zu beweisen. In der 
vorliegenden Mitteilung wird die Zusammensetzung der squalenfreien 
Nahrung beschrieben. Sie garantiert Wachstum und Nachkommenschaft, 
14Bt aber keine Laktation bei Albinoratten zustande kommen. Anschlie- 
Bend werden die biologischen Experimente beschrieben, in denen Squalen 
die Laktation dieser so gefiitterten Ratten wieder entstehen lieB. 


Versuche 


Junge weibliche Albinoratten unserer Zucht wurden, wenn sie 40—50 g schwer 
waren, in Gruppen solange abgetrennt gehalten, bis sie mit der Spezialdiat ein 
Gewicht von 160—180 g erreicht hatten. Dann wurden sie mit Boécken unserer 
Kolonie kopuliert. Die Tiere wurden zweimal taglich gefiittert, die Futterreste 
dabei jedesmal entfernt; fiir gereinigte neue Futtertrége war immer gesorgt. Wenn 
man sah, da8 ein Tier trichtig war, bekam es einen Kafig fiir sich allein. Die Kafige 
mit trachtigen Tieren wurden mindestens einmal jeden Tag nachgesehen. Sobald 
die Jungen geboren waren, wurden nur 6 zur Aufzucht zugelassen und von da ab 
Jung- und Muttertiere taglich gewogen. Die Jungen wurden am 21. Tage entwohnt. 
Danach, oder, falls bei Laktationsmangel das letzte Jungtier eingegangen war, von 
diesem Tag ab, lieB man das Muttertier mindestens eine Woche lang sich erholen, 
bevor es erneut mit einem Bock zusammengebracht wurde. 


1M.S. El Ridiu. M.Shahat, J. Roy. Egypt. med. Assoc. 27, 258 [1944]. 
2M.S8. El Ridi, W. M. Azouz u. A. Abdel Hay, diese Z. 286, 256 [1950]. 
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Diat und Futtermaterialien: DieGrunddiat war die gleiche wie die friiher 
bereits beschriebene*, ihre Zusammensetzung gibt Tab. 1 wieder. 


Tab. 1. Zusammensetzung der squalenfreien gereinigten Grunddiat. 


SVDDIQMCKGr . 6. ke ss OO 
Capen isis iak th 2oli. irs eee 
OBE Tei ie iso as ww. oe OT 
Salzgemisch** ........ 40g 
wasserlésliche Vitamine*** ..... 10g 
fettlésliche Vitaminef ....... 10g 

1000 g 


* Schmalz ist das Speisefett mit dem geringsten Squalengehalt (etwa 4 mg in 100 g). 

** Das gleiche Salzgemisch hat El] Ridi friiher schon benutzt*. 

*** Dies war eine Mischung aus den reinen wasserléslichen Vitaminen in Rohrzuckerlésung. 
Jede Ratte erhiclt auf dicse Weisc am Tag 0,05 mg Th’amin, 0,05 mg Riboflavin, 0,04 mg Pyrid- 
oxin, 0,06 mg Calcium-pantothenat, 0,05 mg Nicotinsiure, 3,00 mg Cholin-hydrochlorid, 3,00 mg 
p-Aminobenzoesiure, 1,00 mg Inosit und 0,005 mg Folinsiure. 

7 + Auch dieses Gemisch wurde aus den reinen fettléslichen Vitaminen zusammengestellt und iu 
Olsiure gelést. Jede Ratte erhielt tiglich 200 I. E. Vitamin A, 20 I. E. Vitamin D, 0,75 mg Vitamin E 
und 0,05 mg Vitamin K. : 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse der biologischen Versuche mit diesem squalenfreien 
Futter zeigen Tab. 2 und Abb. 1. Letztere laBt die Gewichtszunahmen 
der mangelhaft gefiitterten Versuchstiere im Vergleich zu den Kontroll- 
tieren der gleichen Zucht ersehen. Tab. 2 zeigt denselben Vergleich be- 
ziiglich der Laktation. 


Tab. 2. Wirkung der squalenfreien kiinstlich zusammengesetzten reinen Diat 
im Vergleich zu der gewohnlichen Diat unserer Rattenzucht. 














Anzahl davon Repro. | Gesamt- — —— tithe 
Diat- | der kopu-| _ steril Pi el zahl der | ga cen ui th tebe 
form | lierten | geblie- ind Jung- : r J 8 rare 
Tiere ise index ine zugelas- fung- | index 
sen tiere 
normal 50 6 88 % 330 241] 229 = [95,0 % 
ant 4 94% | 493 393 110. [27,7 %* 




















* Ein Muttertier starb nach einem Arbeitsversuch. 


Abb. 1 und Tab. 2 zeigen, daB bei der beschriebenen squalenfreien 
Diat die Tiere ebensogut wuchsen und sich ebensogut vermehrten wie 
bei ihrem normalen Futter; die Stillfahigkeit war aber wesentlich herab- 
gesetzt (27,7% zu 95,0%). 

Die anschlieBenden biologischen Versuche (Tab. 3) zeigen die Wir- 
kung taglich oral verabreichter Mengen reinen Squalens zur obigen 
Mangeldiat. 


3 M.S. El Ridi, M. E] Avvadi u. W. M. Azouz, diese Z. 286, 260 [1950]. 
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Tab. 3. EinfluB der Zugabe von Squalen auf die Stillfahigkeit der weiBen Ratte bei 
synthetischer Nahrung. 








davon | Anzahl 
synth, | Angel | davon | ropo. | Goren: | tum’ | derge- | Lak 
Futter- 3 : duktions- Saugen | saugten jtations- 
: lierten | geblie- ; Jung- x 
gemisch Tiere my index fated zuge- Jung- | index 
lassen tiere 
Pesce 19 1 | 947% | 197 106 37 | 34,99% 
Squalen* 19 — | 100% 160 114 105 | 92,1% 























* Jede Ratte erhielt 10 mg Squalen tiglich von dem Tage an, an dem ihre Trichtigkeit fest- 
gestellt worden war, bis zur Entwo6hnung der Jungen. 


Aus Tab. 3 laBt sich die Bedeutung ersehen, die Squalen bei der 
Albinoratte fiir die Erhaltung einer angemessenen Laktation hat. Mit 
oral gegebenen Mengen als Erganzung zur gereinigten Mangeldiat stieg 
der Laktationsindex von 34,9% bei den Vergleichstieren auf 92,1%. 


Besprechung der Ergebnisse 


Bis heute ist sehr wenig tiber den EinfluB8 der Ernaihrung mit Fett und 
seinen Bestandteilen auf die Stillfahigkeit von Tieren gearbeitet worden. 
Nur Loosli und Mitarbb.4 geben an, daB gewisse ungesittigte Bestand- 
teile der Fette notwendig seien, um bei Ratten die Stillfahigkeit mit 

4 J.K.Loosli, J. F. Lingenfelter, J.W.Thomas u. L. A. Maynard, 
J. Nutrition 28, 81 [1944]. 
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Erfolg zu sichern. Sie konnten zeigen, daB die saugenden Jungen besser 
wuchsen, wenn die Muttertiere Mais6l bekamen, als wenn diese fettfrei 
ernahrt wurden oder hydriertes Cocosnuf6l erhielten. Wir begannen 
damit, den Gehalt verschiedener Speisefette an Squalen zu untersuchen 
und fanden es weitverbreitet in den Fetten, die nach Deuel, Elimoviit 
und Hallman® gleicherweise geeignet waren, Ratten stillfahig zu 
machen. Es waren dies Butterfett, Margarine sowie das Ol von Mais, 
Baumwollsamen, Erdniissen und von Sojabohnen. 

Die Schwierigkeit, die Wirkung von Squalen zu verstehen, liegt in 
folgendem : 

1. Squalen war bis vor kurzem als Bestandteil des Tierkérpers un- 
bekannt. Erst spéter wurde seine Anwesenheit im Depotfett®, im Sebum? 
und in Dermoidcysten des Ovariums® nachgewiesen. 

2. Von seinem Verhalten im Stoffwechsel wei man fast nichts. 
Channon und Tristram? fanden einen Anstieg des Lebercholesterins 
bei Ratten nach Zufuhr von Squalen, welche Beobachtung von 
Kimizuka?® beim Kaninchen nicht bestiatigt werden konnte. Dagegen 
fand er nach Zufuhr von Squalen eine Abnahme des Cholesterins und 
des unbekannten Restes vom Unverseifbaren im Herzen, in der Niere, 
der Milz und den Muskeln. Nur in der Leber nahm der Gehalt an dem 
unbekannten Rest ein wenig zu. Yamasaki!! bestimmte die Harnaus- 
scheidung von Bernsteinséure, Benzoesiure und Hippurséure bei Kanin- 
chen, denen er subeutan Squalen gegeben hatte und dessen GroBteil in 
der Leber unverandert gespeichert worden war. 

3. Es ist notwendig, das Wachstum der Milchdriisen, den Beginn 
und die Erhaltung der Milchsekretion bei Tieren viel besser zu studieren, 
als dies bisher geschehen ist. 

Unsere Untersuchungen tiber das Schicksal des Squalens beim 
Menschen und sein Vorkommen in weiteren Speisefetten werden fort- 
gesetzt. 

Wir danken der Anchor, Chemica] Co. Ltd., Clayton, Manchester 11, fiir 
Leberél vom Haifisch, aus dem wir unseren Bedarf an reinem Squalen dargestellt 


haben. Der F. Hoffmann-La Roche A.G., Basel, danken wir fiir ihre groB- 
ziigigen Gaben der Vitamine A und E (Arovit und Ephynal). 


Zusammenfassung 


1. Mit einem Diaétgemisch aus gereinigten Nahrstoffen, das kein 
Squalen enthalt, wachsen Ratten normal und pflanzen sich auch ange- 


° H.J.Deuel, Cr.Elimovitt u. L.F.Hallman, J. Nutrition 27, 509 [1944]. 
6 E. Calandra u. P. Cattaneo, Rev. Soc. Argentina biol. 24, 275 [1948]. 
7 R. M. B. Mackenna, V. R. Wheatley u. A. Wormall, J. Invest. Der- 
matol. 15, 33 [1950]. 
8 V.R. Wheatley, Nature [London] 168, 1128 [1951]. 
® H. J. Channonu. G. R. Tristram, Biochem. J. 31, 738 [1937]. 
10 'T. Kimizuka, J. Biochemistry [Tokyo] 27, 469 [1938]. 
‘tS. Yamasaki, J. Biochemistry [Tokyo] 37, 99 [1950]. 
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messen fort. Die Jungen kénnen aber nicht gestillt werden, obgleich die 
7 Milchdriisen sich erwartungsgeméB entwickelt haben. 

2. 0,1 g Squalen je Tag und Muttertier erhalt die Laktation, wo- 
} durch der Laktationsindex von 34,9% auf 92,1% ansteigt. 


Summary 


1. A squalene-deficient purified diet is described which proved to be 
satisfactory for normal growth and reproduction, but inefficient for 
maintenance of successful lactation in the albino rat. 

2. The beneficial effect of squalene on lactation performance in the 
albino rat was demonstrated by comparing a record of the lactation 
efficiency in animals kept on the purified diet (index 34,9%) with a 
simultaneous record in similar animals which were kept on the same diet 
but were given oral supplementary doses of squalene (index 92,1%). 
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